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Toksin perfringolizin O (PFO) je pomemben virulenčni dejavnik grampozitivne bakterije 
Clostridium perfringens in ga uvrščamo v družino od holesterola odvisnih citolizinov, ki 
v membranah tarčnih celic tvorijo pore. Znano je, da se PFO veže na holesterol-vsebujoče 
membrane preko štirih zank v domeni 4 (D4). Ključni vpliv pri vezavi holesterola ima 
aminokislinski motiv T490-L491 v zanki L1. Točni molekularni mehanizem prepoznave 
membranskega holesterola še ni pojasnjen. Cilj magistrske naloge je bil opredeliti vpliv 
zamenjav aminokislinskih ostankov v zankah v D4 na aktivnost mutantov toksina PFO. 
Mutante PFO smo izrazili v baterijskem ekspresijskem sistemu E. coli in jih uspešno 
očistili z Ni-NTA afinitetno ter gelsko izključitveno kromatografijo. Potrdili smo, da 
imajo pravilno aminokislinsko zaporedje in molekulsko maso, z izjemo enega mutanta. 
Ugotovili smo, da se mutanti PFO z zamenjavami v paru T490-L491 vežejo na 
multilamelarne vezikle s 50 mol % holesterola. Vezave izbranih mutantov PFO na vezikle 
s 50 mol % holesteril acetata nismo opazili. Vpliv mutacij na aktivnost izbranih mutantov 
PFO smo opredelili z merjenjem hemolitične aktivnosti, kjer smo v skladu s 
predvidevanji ugotovili, da mutacije aminokislinskih ostankov različno vplivajo na 
aktivnost. Z metodo površinske plazmonske resonance (SPR) smo ugotovili, da se pri 
zamenjavi A401W afiniteta do holesterola poveča, medtem ko je zaradi aminokislinskih 
zamenjav v holesterol-prepoznavnem motivu (T490 in L491) afiniteta do holesterola 
manjša. Dokazali smo, da so se izbrani mutanti kljub zamenjavam v predlaganem 
holesterol-vezavnem motivu zmožni vezati na membrane s holesterolom. 
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Characterisation of perfringolysin O mutants with substitutions in cholesterol-




The toxin perfringolysin O (PFO) is an important virulence factor of the Gram-positive 
bacterium Clostridium perfringens. It belongs to the family of cholesterol-dependent 
cytolysins, which form large pores in target cell membranes. PFO binds to cholesterol in 
the membrane by using four loops located in domain 4 (D4). The amino acid motif 
T490-L491, in loop L1, plays an important role in cholesterol binding. The exact 
mechanism of membrane cholesterol recognition at the molecular level is not yet 
completely understood. The aim of this thesis was to characterize the effects of amino 
acid substitutions in D4 loops on the activity of PFO mutants. PFO mutants were 
produced in the bacterial expression system Escherichia coli and were successfully 
purified with Ni-NTA affinity and size-exclusion chromatography. We demonstrated that 
the amino acid sequences and molecular masses of the PFO mutants were, with the 
exception of one mutant, as expected. Surprisingly, we observed binding of PFO mutants 
with substitutions in the pair T490-L491 to multilamellar vesicles with 50 mol % 
cholesterol. On the other hand, the tested PFO mutants did not bind to vesicles with 
50 mol % cholesteryl acetate. Furthermore, we determined the effectiveness of the PFO 
mutants by measuring hemolytic activity. The amino acid substitutions considerably 
changed the PFO mutants activity. Using surface plasmon resonance (SPR), we found 
that the A401W substitution increased PFO affinity for cholesterol, whereas amino acid 
substitutions in the cholesterol recognition motif lowered the affinity for cholesterol. In 
conclusion, the chosen PFO mutants can bind to cholesterol containing membranes, 
despite the substitutions in the proposed cholesterol binding motif. 
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 Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
% (V/V) volumski odstotek 
A absorbanca 
A2800,1% vrednost A280 za raztopino s koncentracijo 1 mg/mL 
AcHol holesteril acetat 
AGE agarozna gelska elektroforeza 
ALO antrolizin O 
bp bazni par 
BSA goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin)  
c50 koncentracija hemolizina, ki je potrebna za 50 % maksimalne 
hitrosti hemolize 
CD cirkularni dikroizem 
CDC od holesterola odvisni citolizini (angl. cholesterol-dependent 
cytolysin) 
CRM holesterol-prepoznavni motiv (angl. cholesterol-recognition motif) 
D1 prva domena v strukturi proteina PFO 
D2 druga domena v strukturi proteina PFO 
D3 tretja domena v strukturi proteina PFO 
D4 četrta domena v strukturi proteina PFO 
DLS dinamično sipanje svetlobe (angl. Dinamic Light Scattering) 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
dNTP deoksinukleotid trifosfat 
DTT ditiotreitol 
E. coli  Escherichia coli 
EDTA etilendiaminotetraocetna kislina 
EtBr etidijev bromid 
g relativna centrifugalna sila (angl. relative centrifugal force) 
HCl klorovodikova kislina 
His-tag heksahistidinski podaljšek, heksahistidinska oznaka 
Hol holesterol 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. High-
Performance Liquid Chromatography) 
ILY intermedilizin  
IPTG izopropil β-D-tiogalaktozid 
kDa kilo Dalton, enota za molekulsko maso 
LB gojišče Luria-Bertani 
LDS litijev dodecilsulfat 
LLO listeriolizin O 
M molarnost 
MES 2-morfolinoetansulfonska kislina 
MLV multilamelarni vezikli (angl. Multilamellar Vesicles) 
mol % molski odstotek ali molski delež 
MQ mili-Q, ultra čista voda 
MRE povprečna molarna eliptičnost aminokislinskega ostanka (angl. 
Mean residue ellipticity) 
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MWCO velikosti delcev, ki ne prehajajo več čez membrano (angl. 
Molecular Weight Cut Off) 
NaCl natrijev klorid 
NAD nikotinamid adenin dinukleotid 
NaDS natrijev dodecilsulfat 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata 
NaOH natrijev hidroksid 
Ni-NTA nikelj-nitrilotriocetna kislina  
NLP protein, podoben proteinu Nep1 (angl. Nep1 (Necrosis and 
ethylene-inducing peptide 1)-like proteins)  
OG oktil glikozid 
OD optična gostota (angl. Optical Density) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction) 
PFO  perfringolizin O 
PFP protein, ki tvori pore (angl. pore-forming protein) 
PFT toksin, ki tvori pore (angl. pore-forming toxin) 
PLY pnevmolizin 
POPC 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfatidilholin 
RNA ribonukleinska kislina 
RU odzivna enota (angl. Response Units) 
SLO streptolizin O 
SPR površinska plazmonska resonanca (angl. Surface Plasmon 
Resonance) 
SUV majhni unilamelarni vezikli (angl. Small Unilamellar Vesicles) 
TBE Tris-boratni pufer (Tris/borat/EDTA) 
TEV virus jedkanja tobaka (angl. tobacco etch virus) 
TLR Tollu-podobni receptor (angl. Toll-Like Receptor) 
TMH transmembranska β-lasnica (angl. transmembrane hairpin) 
Tris 2-amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol 
UDP undekapeptid ali triptofanska zanka 
UV spekter ultravijolične svetlobe 
V volt, enota za električno napetost 
Vis spekter vidne svetlobe 
Vmax maksimalna hitrost spremembe turbidance eritrocitne suspenzije 
vrt./min vrtljaji na minuto 
WT divji tip (angl. wild type) 
ε ekstinkcijski koeficient 
θ molarna eliptičnost (deg cm2 mol-1) 
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1.1 Toksini, ki tvorijo pore 
 
Celična membrana predstavlja zaščito celice pred zunanjim okoljem, omogoča pa tudi 
vrsto ključnih procesov za obstoj življenja. Zaradi svojega izjemnega pomena v bioloških 
procesih je membrana postala tarča za molekule, ki lahko spremenijo njeno prepustnost. 
Med takšne molekule sodijo proteini, ki tvorijo pore (angl. pore-forming proteins, PFP) 
[1]. PFP-je najdemo v vseh življenjskih kraljestvih [2], vendar imajo različne in dobro 
opredeljene vloge [1]. Njihova skupna značilnost je, da jih organizmi producirajo v topni 
monomerni obliki, ob stiku s tarčno membrano, navadno preko specifičnega receptorja, 
pa oligomerizirajo ter tvorijo transmembransko poro. Številnim evkariontskim 
organizmom, kot so paraziti, glive, morske vetrnice in rastline, omogočijo napad na tarčni 
organizem, lahko pa služijo tudi v obrambne namene. Vretenčarji lahko s pomočjo 
PFP-jev napadejo bakterije (npr. proteini kompleksa membranskega napada v 
komplementnem sistemu, MAC), okužene in rakaste celice (npr. perforin) ali pa 
spremenijo prepustnost zunanje mitohondrijske membrane do te mere, da sprožijo 
apoptozo (npr. proteini iz družine Bak) [1, 3–5].  
Največja in najbolj raziskana skupina PFP-jev je skupina toksinov, ki tvorijo pore (angl. 
pore-forming toxins, PFT). PFT-ji so pomembni virulenčni dejavniki številnih patogenih 
bakterij, sintetizirajo pa jih tudi nekateri višji organizmi (npr. deževniki in morske 
vetrnice) [6]. S tvorbo transmembranske pore ti toksini spremenijo prepustnost membran 
tarčnih celic, kar lahko privede do sprememb celičnih funkcij ali celo smrti napadenega 
organizma [1]. Do danes je znanih in opisanih že veliko PFT-jev (in PFP-jev), ki se med 
seboj razlikujejo v primarni, sekundarni in terciarni zgradbi. Glede na sekundarno 
zgradbo, ki tvori končno poro, jih uvrščamo v dve skupini: α-PFT-je in β-PFT-je.  
α-PFT-ji tvorijo transmembranske pore, zgrajene iz α-vijačnic. Kot monomeri so si ti 
toksini po zgradbi različni, a so v veliki meri zgrajeni iz amfipatičnih α-vijačnic. Ob stiku 
s tarčno membrano par zakopanih hidrofobnih vijačnic izpostavi hidrofobno zanko, ki je 
ključna pri začetnih korakih vstavljanja toksina v membrano [2, 7]. Značilni predstavniki 
α-PFT-jev so kolicini iz Escherichia coli [8], znani pa so tudi aktinoporini iz morskih 
vetrnic (npr. ekvinatoksin II) [9] in citolizini A (ClyA) iz bakterij E. coli, Salmonella 
anterica ter Shigella flexneri [2]. Mednje uvrščamo tudi difterijski toksin iz 
Corynebacterium diphtheriae in insekticidne endotoksine Cry iz Bacillus 
thuringiensis [2, 10].  
Večina do danes poznanih PFT-jev sodi v skupino β-PFT-jev, ki se v membrano vstavijo 
s tvorbo β-sodčka. β-sodčki so zaradi vodikovih vezi med posameznimi 
β-trakovi stabilnejši od α-PFT-jev, ki tvorijo fleksibilnejše oligomere. Monomerne oblike 
teh toksinov so večinoma zgrajene iz β-strukture. Pri β-PFT-jih poznamo več različnih 
družin, in sicer hemolizine, kot je α-hemolizin iz bakterije Staphylococcus aureus, 
aerolizine iz rodu bakterij Aeromonas (npr. aerolizin) in Clostridium (npr. α-toksin) ter 
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veliko družino od holesterola odvisnih citolizinov [2]. V skupino β-PFT-jev uvrščamo 
tudi insekticidne δ-endotoksine ter nekatere AB tipe toksinov, kot je npr. antraks toksin 
[2, 10]. 
 
1.1.1 Specifičnost PFT-jev  
 
PFT-ji se, po izločitvi v obliki vodotopnih monomerov, vežejo na tarčne membrane preko 
receptorja, izpostavljenega na celični površini. PFT-je izločajo različni organizmi, zato 
so njihove tarčne celice, in posledično receptorji, različne. Interakcija s specifičnim 
receptorjem jim zagotavlja visoko selektivnost do tarče, kar je za njihovo funkcijo ključno 
[2, 11]. 
Do sedaj je bilo odkritih že precejšnje število receptorjev za različne PFT-je, ki se med 
seboj razlikujejo tako po specifičnosti kot po svoji biokemijski naravi [2, 11]. Nekateri 
PFT-ji specifično prepoznajo proteinske receptorje, izražene le na določenih tipih celic 
gostitelja. Tako se npr. intermedilizin iz Streptococcus intermedius veže na človeški 
receptor CD59 [12], ki z inhibicijo komplementa omogoča obrambo organizma pred 
patogeni [2]. Med citolitične toksine, ki prepoznajo sladkorne enote, spadajo predstavniki 
iz družine proteinov NLP (angl. Nep1-like proteins). Proteini NLP, ki jih izločajo 
bakterije, glive in oomicete, specifično prepoznavajo sladkorne enote sfingolipida 
glikozil inozitol fosforilceramida (GIPC) v rastlinski plazmalemi dvokaličnic, s čimer 
sprožijo imunski odziv [13].  
Veliko PFT-jev ima afiniteto do specifičnih lipidov ali celo do lipidnih domen, kar 
omogoči večji izbor tarčnih celic s podobno lipidno sestavo [14]. Porotvorni kolicin N iz 
bakterije E. coli se lahko veže tudi na lipopolisaharide, tj. sladkorje, kovalentno vezane 
na lipide v zunanji membrani gramnegativnih bakterij. Odstranitev sladkornih enot na 
molekuli lipopolisaharida omogoči, da postanejo bakterije odporne na toksin [15]. Za 
specifične in ključne interakcije PFT-jev z lipidi je tako ključna prepoznava regij lipida, 
izpostavljenih membrani ali vodnemu okolju [4]. Prisotnost sfingomielina, komponente 
lipidnih raftov, specifično prepoznajo aktinoporini iz morskih vetrnic, ki spadajo v 
skupino α-PFT-jev [16]. Vezavno mesto za fosfatidinski del molekule sfingomieleina se 
nahaja na površini toksina in je ohranjeno pri predstavnikih družine aktinoporinov. 
Raziskave na ekvinatoksinu II so pokazale, da začetna vezava na membrano ni odvisna 
od elektrostatskih interakcij, temveč od interakcij preko dveh hidrofobnih 
aminokislinskih ostankov (Trp-112 in Tyr-113), ki se nahajata na široki in izpostavljeni 
zanki [17]. Za specifično prepoznavo so verjetno pomembne π-elektronske interakcije 
aromatskega obroča Trp-112 z amidno skupino sfingomielina, medtem ko hidroksilna 
skupina Tyr-113 za specifičnost ni pomembna, temveč stabilizira vezan sfingomielin 
preko hidrofobnih interakcij [17]. Triptofani so pri prepoznavi sfingomielina pomembni 
tudi pri vezavi PFT-ja iz deževnika (lizenina) [2, 16, 18].  
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Prisotnost holesterola v lipidnem dvosloju vpliva na afiniteto do membrane za t. i. od 
holesterola odvisne citolizine (angl. cholesterol-dependent cytolysins, v nadaljevanju 
CDC). Večina CDC-jev se na membrano tarčnih celic veže preko holesterola kot 
receptorja [19]. Izjema je intermedilizin (v nadaljevanju ILY) iz Streptococcus 
intermedius. Slednji se, poleg še nekaterih drugih CDC-jev, veže na membranski protein 
CD59 preko interakcij z β-lasnico v D4 [12]. Kljub temu je tudi pri teh CDC-jih holesterol 
ključnega pomena za njihovo delovanje [2]. 
 
1.2 Od holesterola odvisni citolizini 
 
CDC-ji so velika in razširjena družina toksinov, ki tvorijo pore v celičnih membranah. 
Edinstveno za CDC-je je, da je tvorba por popolnoma odvisna od prisotnosti holesterola 
v tarčni celični membrani [19, 20]. Do sedaj je bilo identificiranih skoraj 50 različnih 
CDC-jev, večinoma pri grampozitivnih bakterijah iz rodov Arcanobacterium, Bacillus, 
Clostridium, Gardnerella, Listeria in Streptococcus (tabela 1) [21]. Nekatere od vrst 
povzročajo nevarne bolezni, kot sta gangrena ali pljučnica, pri čemer so CDC-ji 
pomembni virulenčni dejavniki [7]. Nedavno so odkrili prve predstavnike CDC-jev tudi 
pri nekaterih gramnegativnih bakterijah, kot sta enterolizin iz Enterobacter lignolyticus 
in desulfolizin iz Desulfobulbus propionicus [22]. V primerjavi s CDC-ji iz 
grampozitivnih bakterij ti niso povzročitelji bolezni, saj ne naseljujejo živali in 
človeka [7, 22]. 
Ključna vloga CDC-jev pri bakterijski okužbi je tvorba zelo velikih por, sestavljenih iz 
30 do 50 monomerov, ki se vstavijo v membrane gostiteljeve celice. V večini primerov 
CDC-ji povzročijo lizo ter propad gositeljskih celic, lahko pa le sprožijo različne celične 
odzive. Nekateri serotipi patogene bakterije Streptococcus pneumoniae izločajo CDC-je, 
ki niso sposobni tvoriti por, temveč opravljajo druge funkcije pri celičnih procesih, ki 
povzročijo bolezen (aktivacija komplementa, vnetje preko interakcije s Tollu-podobnim 
receptorjem TLR4) [5, 7, 23, 24]. 
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Tabela 1: Primeri predstavnikov iz družine CDC-jev iz grampozitivnih bakterij [25]. 
Bakterijski rod Vrsta Ime toksina Okrajšava imena za toksin 
Arcanobacterium A. pyogenes piolizin PLO 
Bacillus B. anthracis antrolizin O ALO 
B. cereus cereolizin O CLO 
B. thuringiensis turingolizin  TLO 
Clostridium C. botulinum botulinolizin BLY 
C. perfringens perfringolizin O PFO 
C. tetani tetanolizin  TLY 
Gardnerella G. vaginalis vaginolizin VLY 
Listeria L. ivanovii ivanolizin ILO 
L. monocytogenes listeriolizin O LLO 
Streptococcus S. canis, S. dysgalactiae,  
S. equisimilis, S. pyogenes 
streptolizin O SLO 
S. intermedius intermedilizin  ILY 
S. pneumoniae pnevmolizin PLY 
S. suis suilizin  SLY 
 
1.2.1 Zgradba CDC-jev  
 
1.2.1.1 Primarna zgradba 
 
Do danes je bilo objavljenih več kot 25 različnih aminokislinskih zaporedij iz družine 
CDC-jev. Večina CDC-jev vsebuje signalni peptid tipa II, ki omogoča izločanje proteina 
v izvencelično okolje. Izjema je pnevmolizin iz Streptococcus pneumoniae, saj ne vsebuje 
signalnega peptida in mehanizem njegovega izločanja še ni pojasnjen [23]. Primarne 
zgradbe proteinov znotraj družine CDC-jev kažejo na zelo visoko stopnjo identičnosti, to 
je kar 40–70 % (slika 1). Vsi monomeri CDC-jev so sestavljeni iz enojne polipeptidne 
verige (471−665 aminokislinskih ostankov) z molekulskimi masami 50−80 kDa. Osrednji 
del molekule, odgovoren za tvorbo por, je velik okoli 50 kDa [23]. Vzrok za razliko v 
dolžini polipeptidnih verig so večinoma različno dolga zaporedja na N-koncu verige. 
Številni CDC-ji imajo namreč na tem delu polipeptidne verige še peptidni podaljšek, ki 
ima pri različnih toksinih različne funkcije in je posledično to najbolj heterogena regija 
[23, 26, 27]. Streptolizin O iz Streptococcus pyogenes ima kratko N-končno zaporedje za 
transport encima NAD-glikohidrolaza preko gostiteljske membrane [28], medtem ko je 
pri listeriolizinu O N-konec bogat s prolini in serini, ki je tarča za razgradnjo proteina po 
prehodu bakterije Listeria monocytogenes v citosol gostitelja [29]. Pretekle študije so pri 
CDC-jih blizu C-konca odkrile visoko ohranjen strukturni motiv iz 11 aminokislinskih 
ostankov (ECTGLAWEWWR), imenovan undekapeptid (UDP). Imenujemo ga tudi 
triptofanska zanka, saj je pri večini CDC-jev bogata s triptofani (običajno s tremi) in 
vsebuje edini cistein [21, 23]. 
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1.2.1.2 Tridimenzionalna zgradba  
 
Prvo kristalno zgradbo CDC-jev so opisali Rossjohn in sod. leta 1997 za toksin 
perfringolizin O (v nadaljevanju PFO) iz bakterije Clostridium perfringens. Zgradba PFO 
je imela velik vpliv na razumevanje načina interakcije toksinov s celično membrano in je 
postala osnovni model za biokemijsko in biofizikalno preučevanje tvorbe membranskih 
por [23]. Od takrat so bile rešene še strukture ILY [30], listeriolizina O (LLO) iz Listeria 
monocytogenes [31] in še nekaterih drugih CDC-jev. Študije so pokazale, da so lastnosti 
tridimenzionalne zgradbe med CDC-ji visoko ohranjene, kar je v skladu z identičnostjo 
aminokislinskih zaporedij [7, 21].  
 
Slika 1: Poravanava aminokislinskih zaporedij nekaterih od holesterola odvisnih citolizinov. 
V prvih vrsticah je prikazano zaporedje perfringolizina O (PFO) iz rodu Clostridium. Sledijo še zaporedja 
listeriolizina O (LLO), streptolizina O (SLO), pnevmolizina (PLY), antrolizina O (ALO) in intermedilizina 
(ILY). Ohranjene aminokisline so v okvirčku in so označene z rdečo barvo. Nad zaporedjem PFO so 
prikazani elementi sekundarne strukture PFO. α-vijačnice so prikazane kot spirala,  β-trakovi kot puščica. 
Poravnavo smo pripravili v programu ESPript 3.0 [32].  
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1.3 Perfringolizin O 
 
1.3.1 Zgradba PFO 
 
PFO je značilen predstavnik CDC-jev in je pomemben virulenčni dejavnik bakterije 
Clostridium perfringens. Je enoverižni protein dolžine 500 aminokislinskih ostankov in 
z molekulsko maso 55,8 kDa. Kodira ga gen pfoA [33]. Prvih 28 aminokislinskih 
ostankov na N-koncu proteina predstavlja signalni peptid, ki se po prehodu preko celične 
membrane odcepi. Zrela oblika proteina je tako dolžine 472 aminokislinskih ostankov in 
ima maso 52,7 kDa [34, 35]. 
Monomer PFO je podaljšane oblike, zgrajen večinoma iz β-struktur. Sestavljajo ga štiri 
posamične domene (slika 2) [36]. Domena 1 (D1) je sestavljena iz sedmih β-trakov, 
združenih v antiparalelno β-ploskev, in štirih perifernih α-vijačnic (α/β zvitje). Domena 
2 (D2) vsebuje dolgo β-ravnino, sestavljeno iz štirih β-trakov. Domeno 3 (D3) sestavlja 
antiparalelna β-ravnina iz petih β-trakov, ki je obdana s šestimi α-vijačnicami. Od teh se 
dve α-vijačnici zaradi konformacijskih sprememb pretvorita v t. i. transmembranski  
β-lasnici (angl. transmembrane hairpin; TMH1 in TMH2), ki sta nujni za vstavitev 
končne pore v membrano. Medtem ko so D1, D2 in D3 med seboj povezane, je domena 4 
(D4) na C-koncu proteina neodvisno zvita in je z D2 povezana preko glicina (Gly-392). 
D4 je sestavljena iz dveh β-ploskev, združenih v β-sendvič. Poleg D1 je D4 domena, pri 
kateri med tvorbo pore ne pride do večjih strukturnih sprememb [7, 23, 36, 37].  
 
Slika 2: Tridimenzionalna zgradba PFO (PDB ID: 1PFO). Struktura je prikazana v obliki trakov, pri tem 
je vsaka domena označena z drugo barvo: domena D1 rdeče, D2 rumeno, D3 zeleno in D4 svetlomodro. 
Zanke L1–L3 na dnu domene D4 so obarvane vijolično, s triptofani bogat undekapeptid oranžno. Snopa 
vijačnic v D3, ki se vstavita v membrano (TMH1 in TMH2), sta prikazana z zeleno. Slika je bila 
pripravljena v programu PyMOL. 
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PFO D4 sestavlja osem β-trakov, ki jih med seboj povezujejo štiri zanke, tri kratke (L1, 
L2 in L3) in daljša, s triptofani bogata zanka (UDP). Zanki L2 in L3 povezujeta β-trakove 
nasprotujočih si β-ploskev, medtem ko L1 in UDP povezujeta β-trakove na enaki  
β-ploskvi (slika 3). Zanki L1 in undekapeptid sta si vzporedni in sta postavljeni 
pravokotno na zanki L2 in L3, zaradi česar se na dnu proteina tvori žep. Zanke, ki tvorijo 
žep, so najbolj ohranjeni segmenti v D4, zato modifikacije katere koli izmed teh zank 
vplivajo na lastnosti vezave PFO na holesterol [38, 39]. Zanka L3 se nahaja na skrajnem 
robu D4, stran od nastalega žepa, in je ohranjena v manjši meri kot preostale zanke. Ker 
imajo modifikacije L3 zanemarljiv vpliv na interakcijo s holesterolom, se predvideva, da 
nespecifično interagira z membrano, kar stabilizira vezano obliko monomera [36, 40, 41]. 
 
 
Slika 3: Ohranjenost zank na dnu D4 PFO. A) Shematski prikaz β-sendviča D4 PFO. Undekapeptid je 
obarvan rdeče in zanke so obarvane zeleno (L1), rjavo (L2) in modro (L3). B) Pogled na zanke D4 od 
spodaj. Zanke so obarvane enako kot pri A. C) Poravnava aminokislinskih zaporedij vseh štirih zank pri 28 
predstavnikih CDC-jev. Ohranjene aminokisline so v okvirčku in označene temnosivo, manj ohranjene so 
označene svetlosivo. Prirejeno po [40]. 
  
undekapeptid 
Undekapeptid Zanka 2 Zanka 3 Zanka 1 
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1.3.2 Mehanizem nastanka pore PFO 
 
Na splošno prvi korak vezave vodotopnih monomerov CDC na membrano vključuje 
nastanek nespecifičnega kompleksa med monomerom in receptorjem v lipidnem dvosloju 
[37]. Pri PFO se prva interakcija monomera s holesterolom na celični membrani zgodi z 
D4 preko zank na dnu domene. Preostanek D4 z membrano ni v stiku. Prvotno je veljalo, 
da je za vezavo na holesterol odgovoren s triptofani bogat UDP, saj različne modifikacije 
v tej zanki vplivajo tako na vezavo monomera PFO kot na nastanek pore [21]. Danes je 
znano, da so za prepoznavo in tudi vezavo na holesterol odgovorne hidrofobne zanke L1, 
L2 in L3 [20]. Predvideva se, da imajo pri tem pomembno vlogo elektrostatske 
interakcije, saj uvedba ali odstranitev negativno nabitih aminokislinskih ostankov 
spremeni vezavo  [20, 39]. 
Predlagan holesterol-prepoznavni motiv (angl. cholesterol-recognition motif, v 
nadaljevanju CRM) je diada aminokislinskih ostankov v zanki L1, in sicer Thr-490 in 
Leu-491 v molekuli PFO [38]. Motiv Thr-Leu je ohranjen pri skoraj vseh do sedaj znanih 
CDC-jih, in zanimivo, celo pri ILY, ki se veže na človeški CD59 [21]. Po začetni vezavi 
zanke L1 na holesterol preko CRM se stranske verige aminokislinskih ostankov zank L2 
in L3 vsidrajo v membrano [41], kar stabilizira vezavo na način, da se protein orientira 
pravokotno glede na membrano [38, 42]. V membrano se vgradi tudi UDP, ki ni 
odgovoren le za dodatno stabilizacijo vezave proteina na membrano, temveč preko 
alosterične sklopitve vpliva tudi na konformacijske in strukturne spremembe, ki so 
potrebne za vstavitev β-sodčka v membrano [23, 38, 42]. 
Vezava D4 na površino membrane sproži konformacijsko spremembo v domeni 3 (D3). 
Za kontakt med dvema monomeroma in za nastanek kompleksa je ključen premik zanke 
β5 v D3 stran od β4, ki se nahaja v jedru domene D3. Premik se zgodi okoli glicinskega 
povezovalca, zaradi česar se izpostavi konec β4. Slednji se nato preko vodikovih vezi 
veže na β1 v β-ploskvi naslednjega monomera. Zaporedje premikov v D3 hkrati omogoči 
povezavo med Tyr-181 v β1 in Phe-318 v β4 preko π-interakcij nalaganja, kar še dodatno 
stabilizira združitev dveh oligomerov. Na ta način se strukturna sprememba v D3 prenaša 
na naslednji monomer PFO in nastajati začne oligomerna struktura, ki se imenuje 
predpora. Predpora je iz 34–37 monomerov sestavljen zaključen krožni kompleks, ki v 
membrano še nima vstavljenih transmembranskih β-lasnic. Nastanek predpore ni 
povraten. Med stopnjo nastajanja pore iz predpore se v D3 spontano tvori solni mostiček, 
kar zagotavlja dovolj energije, da se prekine stična površina med D3 in stično površino, 
ki jo tvorita domeni D1 in D2. Zaradi te prekinitve se D2 zavrti okoli fleksibilnega 
glicinskega povezovalca med D2 in D4 (pod kotom 90° glede na ravnino membrane), D1 
in D3 pa se pomakneta do 40 Å bližje k membrani. V naslednjem koraku se snopi 
α-vijačnic v D3 razvijejo ter tvorijo po dve transmembranski β-lasnici (TMH1 in TMH2). 
Ta strukturna sprememba nato omogoči, da se β-sodček vstavi v membrano [7, 21]. 
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1.3.3 Začetna prepoznava tarčne membrane 
 
V začetnih študijah so Prigent in sod. [43] preučevali, kako spremembe posameznih delov 
molekule holesterola vplivajo na hemolitično aktivnost CDC-jev. Pokazali so, da CDC-ji 
na molekuli holesterola specifično prepoznajo 3-β-hidroksilno skupino na obroču A. Za 
uspešno vezavo je pomembna tudi primerna dolžina alifatske stranske verige na ogljiku 
17 in prisotnost metilne skupine na ogljiku 20. Manjše spremembe, kot je nasičenost 
obroča B, na aktivnost CDC-jev nimajo bistvenega vpliva. Primerna zgradba sterola za 
prepoznavo in vezavo CDC-jev kljub temu ni ključna, temveč ima pri tem pomembno 
vlogo tudi ostalo lipidno okolje membrane [23, 40].  
Dolgo časa je že znano, da holesterol uravnava pomembne lastnosti celične membrane, 
med drugim prepustnost, fluidnost in debelino lipidnega dvosloja. Za interakcijo različnih 
molekul z membranskim holesterolom je njegova dostopnost zato pogosto ključnega 
pomena. Raziskave so pokazale, da se PFO veže na liposome, bogate s holesterolom. 
Območje, pri katerem pride do prehoda iz nezaznavne do maksimalne vezave, se giblje 
med 40 in 55 mol % celotnega holesterola [44]. Po drugi strani pa previsoka koncentracija 
celotnega holesterola na površini membrane za vezavo PFO in tudi drugih CDC-je ni 
primerna. V splošnem velja, da je za uspešno vezavo ugodna koncentracija holesterola, 
ki je višja od 30 mol % [19, 44]. 
Zaradi visokih koncentracij holesterola, potrebnih za vezavo PFO, je dolgo časa  veljalo, 
da je vezava povezana izključno z lipidnimi rafti, t.j. urejenimi membranskimi domenami, 
bogatimi s sfingolipidi in holesterolom. Danes je znano, da ima PFO kljub temu afiniteto 
do lipidnih raftov, vendar predvsem na obrobju urejenih in neurejenih lipdinih domen, 
kjer je holesterol bolj dostopen za PFO [45]. Čeprav še ni popolnoma jasno, kako na 
dostopnost holesterola vplivajo večje količine holesterola v membrani, se predvideva, da 
je odvisnost linearna. Analize vezave mutantov PFO s spremembami v D4 so pokazale, 
da je dostopnost holesterola potrebna za vezavo PFO na membrano, medtem ko za 
stabilno združitev PFO z membrano ne zadostuje [37, 39]. 
Dostopnost holesterola za PFO je med drugim odvisna tudi od fosfolipidne sestave tarčne 
membrane. Ker je holesterol hidrofobna molekula, se v lipidnem dvosloju orientira 
vzporedno z acilnimi skupinami fosfolipidov. Lipidi z nasičenimi acilnimi verigami se 
tako tesneje vežejo ob molekule holesterola in zmanjšajo dostopnost ter posledično 
vezavo na holesterol, medtem ko prisotnost nenasičenih acilnih verig omogoči vezavo pri 
nižjih koncentracijah holesterola [19, 46]. 
Dostopnost holesterola je odvisna tudi od velikosti polarne glave fosfolipidov, ki se 
nahajajo na površini membrane. V bližini polarnih glav se nahaja hidroksilna skupina, ki 
je edina polarna skupina v molekuli holesterola. Tako manjše polarne glave omogočijo 
boljšo vezavo CDC-jev na membrane, medtem ko večje sterično ovirajo hidroksilno 
skupino v molekuli holesterola in s tem motivu CRM omejujejo dostop [23, 37]. 
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2 Namen dela in hipoteze 
 
CDC-ji so pomembni virulenčni dejavniki pri številnih grampozitivnih bakterijah, ki jih 
sintetizirajo in izločijo kot vodotopne monomere. Monomeri po vezavi na tarčne biološke 
membrane oligomerizirajo in tvorijo velike pore v obliki transmembranskega ß-sodčka. 
Eden izmed teh toksinov je perfringolizin O (PFO), ki ga izloča anaerobna bakterija 
Clostridium perfringens. 
Monomer PFO je zgrajen iz štirih domen. Začetna vezava PFO na celično membrano se 
zgodi preko četrte domene (D4), vendar točen mehanizem prepoznave membranskega 
holesterola še ni pojasnjen. Znano je, da so za začetno vezavo proteina na membrano 
pomembne štiri zanke (L1, L2, L3 in undekapeptid) na koncu D4. Raziskave hkrati 
kažejo, da sta za začetno prepoznavo holesterola v membrani in njegovo vezavo ključna 
aminokislinska ostanka Thr-490 in Leu-491 v zanki L1, vendar mutacije aminokislinskih 
ostankov v D4 vplivajo na mejno koncentracijo holesterola, potrebnega za vezavo PFO. 
V magistrskem delu smo z uporabo mutantov PFO z zamenjavami v holesterol- 
prepoznavnem delu preučevali interakcije proteina z modelnimi membranami, ki 
vsebujejo holesterol. Mutanti so bili izbrani glede na obogatitev po in vitro evoluciji 
proteina z ribosomskim prikazom na vezikle s holesterolom ali s holesteril acetatom. 
Preučevani mutanti so imeli substitucije v zankah L2 (Ala-401, Val-403), L3 (Asp-434, 
Thr-436) ter v undekapeptidu (Glu-458, Thr-460, Arg-468). Nekateri izmed mutantov 
niso imeli ohranjene diade aminokislinskih ostankov Thr-490 in Leu-491, ki sodeluje pri 
vezavi na holesterol.  
Metode dela so vključevale pripravo genskih konstruktov, izolacijo rekombinantnih 
proteinov, analizo vezave proteina s površinsko plazmonsko resonanco (angl. surface 
plasmon resonance, SPR) in druge biokemijske ter biofizikalne metode, s katerimi smo 
opredelili lastnosti izbranih mutantov PFO. 
 
DELOVNE HIPOTEZE: 
 Mutanti z mutacijami aminokislinskih ostankov Thr-490 in Leu-491 v L1 se na lipidne 
vezikle s 50 mol % holesterola slabše vežejo ali se ne vežejo.  
 
 Zamenjave aminokislinskih ostankov v undekapeptidu in zanki L2 v D4 zmanjšajo 
vezavo in posledično tudi hemolitično aktivnost mutantov PFO.  
 
 Mutanta PFOWQSTNVL (A401W, V403Q, E458S, R468N, T490V) in PFOWQSLNVL 
(A401W, V403Q, E458S, T460L, R468N, T490V) sta bila po in vitro evoluciji z 
ribosomskim prikazom obogatena na vezikle s holesteril acetatom, zato se bosta vezala 
na modelne membrane s 50 mol % holesteril acetata.  
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3 Materiali in metode 
 
3.1 Materiali 
3.1.1 Laboratorijska oprema in naprave 
 
Tabela 2: Uporabljena laboratorijska oprema in naprave. 
Laboratorijska oprema in naprave Proizvajalec Država 
Avtoklav Kambič Slovenija 
Centrifuga namizna Eppendorf Centrifuge 5415R Eppendorf Nemčija 
Centrifuga Rotina 35 R in 380 R Hettich Nemčija 
Centrifuga Sorvall LYNX 4000  Thermo Fisher ZDA 
Čitalnik mikrotitrskih plošč SynergyMX  Biotek ZDA 
Dializne kasete Slide-A-LyzerTM Dialysis Cassette, 3–12 
mL, 10.000 MWCO 
Thermo Scientific ZDA 





Elektroforezni sistem Xcell SureLockTM Mini-Cell  Life 
Technologies 
ZDA 
Filtri za sterilno filtracijo Millex, 0,22 μM Millipore ZDA 
Inkubator Kambič  Slovenija 
Kiveta za CD Hellma Macro cell 110- QS, 1 mm, 350 μL Hellma Nemčija 
Kiveta za merjenje DLS Brand® UV-Kuvette mikro Brand  Nemčija 
Kiveta za UV-Vis spektrofotometrijo UVette, 50–2000 μL Eppendorf Nemčija 
Koncentrator AmiconUltra 0,5 mL Centrifugal Filters, 
30K 
Millipore ZDA 
Kromatografski sistem Äkta HPLC  Amersham 
Biosciences 
ZDA 
Kromatografska kolona Superdex 75 10/300 GL GE Healthcare Velika 
Britanija 
Kromatografska kolona NiNTA superflow Qiagen Nemčija 
Magnetno mešalo Rotamix 550 MMH Tehtnica Slovenija 
Mikrotitrske plošče za hemolizo Tissue Culture Testplate 
96F 
TPP Švica 
Mikrovalovna pečica  LG Južna 
Koreja 
Naprava za merjenje celične gostote (OD600) Ultraspec 10 Amersham 
Biosciences 
ZDA 
Naprava za merjenje DLS Zetasizer NanoZS Malvern Velika 
Britanija 
Naprava za PCR GeneAmp® PCR System 2700 Applied 
Biosystems 
ZDA 
PCR komora PCR-UVC/T-M-AR  Biosan Latvija 
pH meter SevenEasy Mettler Toledo  Švica 






Polipropilenska kolona za Ni-NTA  Bio-Rad ZDA 
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Program Origin 8.1 OriginLab ZDA 
Program BIAevaluatin v3.2 
Refraktometer Biacore X100 
GE Healthcare Velika 
Britanija 
Rotavapor R-300 Büchi Švica 
Senzorski čip L1 GE Healthcare Velika 
Britanija 
Siringe 250 mL, 500 mL Hamilton Švica 
Sonikator Ultrasonic Processor Cole-Parmer ZDA 
Spektrofotometer NanoDrop One Thermo Scientific ZDA 
Spektrofotometer 8453 UV-Vis Agilent 
Technologies 
ZDA 




Stresalnik IS-200K Kambič Slovenija 
Stresalnik ISF-1-V Adolf Kühner AG  Švica 
Tehtnica 0.01 mg–220g  Mettler Toledo Švica 
Tehtnica PEJ 0.001 g–420 g Kern Nemčija 
Termoblok CH-100 Biosan Latvija 
UV transiluminator in sistem za slikanje gelov BioDoc-
ItTM Imaging System 
UVP Velika 
Britanija 
Vakuumska črpalka za filtracijo VacuumPump XF54 230 
50 
Merck Millipore ZDA 
Vakuumski koncentrator Concentrator Plus Eppendorf Nemčija 




Kemikalije, ki smo jih uporabili pri delu, so podane v tabeli 3. 
Tabela 3: Uporabljene kemikalije. 
Kemikalija Proizvajalec Država 
Kvasni ekstrakt (BactoTM Yeast Extract), tripton 
(BactoTM Tryptone) 
BD ZDA 
Agar Biolife Italija 
Agaroza Bio-Rad ZDA 
Metanol, etanol (absolutni) J. T. Baker ZDA 
Glicerol, redestiliran Kemika Hrvaška 
Lambda DNA/HindIII Odsek za molekularno 
biologijo in 
nanobiotehnologijo, 
Kemijski inštitut  
Slovenija 
Barvilo SimplyBlueTM SafeStain, elektroforezni pufer 
NuPAGE® MES SDS Running Buffer, nanašalni 
pufer pri NaDS-PAGE NuPAGE® LDS Sample 
Buffer (4x), proteinski standard Novex® Sharp 
Unstained Protein Standard 
Life technologies ZDA 
EDTA, HCl, heksan, kloroform, NaCl, natrijev fosfat 
(NaH2PO4 x 2 H2O), ocetna kislina 
Merck Nemčija 
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Dolžinski standard 2-Log DNA Ladder, nanašalni 
pufer pri agarozni gelski elektroforezi Gel Loading 
Dye Purple (6x), pufer CutSmart® (10X)  
New England Biolabs Velika 
Britanija 
Ampicilin, DTT, etidijev bromid (EtBr), goveji 
serumski albumin (BSA), imidazol, kloramfenikol, 
NaOH, Tris  
Sigma ZDA 
FastDigest Green Buffer (10X), Ni-NTA agaroza,  
oktil-β-glukozid (OG) 
Thermo Scientific ZDA 
Goveja kri Veterinarska 




3.1.3 Pufri in gojišča 
 
Pufre smo pripravljali z ultračisto vodo mili-Q (MQ) v bučkah in jih prefiltrirali skozi 
filter velikosti 0,22 µm. Gojišče je bilo pripravljeno z demineralizirano vodo (dH2O) in 
nato sterilizirano v avtoklavu z vlažno toploto (20 min, 121 °C, 1,2 bar). Pred uporabo 
smo gojišču dodali antibiotik (ampicilin v končni koncentraciji 100 µg/mL, 
kloramfenikol v končni koncentraciji 34 µg/mL). Seznam gojišč in uporabljenih pufrov z 
njihovo sestavo je prikazan v tabeli 4. 
Tabela 4: Sestava gojišča in uporabljenih pufrov. 
Raztopine in gojišča Sestava 
Gojišče Luria-Bertani (LB) tripton 10 g/L, kvasni ekstrakt 5 g/L, NaCl 10 g/L; za trdo 
gojišče agar (15 mg/mL) 
Pufer za lizo  50 mM  NaH2PO4, 200 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8 
Pufer za spiranje  50 mM  NaH2PO4, 200 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8 
Pufer za elucijo  50 mM  NaH2PO4, 200 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8 
Dializni pufer  50 mM Tris-acetat, 150 mM NaCl, pH 7,4 
Pufer za gelsko kromatografijo  50 mM Tris-acetat, 150 mM NaCl, pH 7,4 
Pufer A 50 mM  NaH2PO4, 200 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8 
Pufer B 50 mM  NaH2PO4, 200 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8 
Pufer za CD  10 mM NaH2PO4, pH 7,4 
Eritrocitni pufer  20 mM Tris, 140 mM NaCl, pH 7,4 
Pufer za test vezave proteinov 
na multilamelarne vezikle 
50 mM Tris-acetat, 150 mM NaCl, pH 7,4 
Pufer za hidratacijo lipidov  50 mM Tris-acetat, 150 mM NaCl, pH 7,4 
Pufer za SPR  50 mM Tris-acetat, 150 mM NaCl, 0,5 % BSA, pH 7,4 
TBE (1X)  100 mM Tris, 100 mM borova kislina, 20 mM EDTA, 
pH 8,3 
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3.1.4 Komercialno dostopni kompleti kemikalij 
 
Tabela 5: Uporabljeni komercialno dostopni kompleti kemikalij. 
Komplet kemikalij Proizvajalec Država 
Monarch Plasmid Miniprep Kit New England Biolabs Velika Britanija 
Monarch DNA Gel Extraction Kit 
Monarch PCR and DNA Cleanup Kit 
Novagen® KOD Hot Start DNA Polymerase: 
● 10X PCR pufer 
● dNTP (vsak 2 mM) 
● 25 mM MgSO4 
● KOD Hot Start DNA polimeraza  




Tabela 6: Seznam uporabljenih encimov. 
Encim Proizvajalec Država 
AvrII New England Biolabs Velika Britanija 
BstBI 
MluI-HF 
Bsp119I Thermo Scientific ZDA 




Tabela 7: Seznam uporabljenih lipidov. 
Ime lipida Okrajšava Proizvajalec 
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3- 
-fosfatidilholin 
POPC Avanti Polar Lipids, ZDA 
Holesterol (iz ovčje volne) Hol  
Holesteril acetat AcHol  Sigma-Aldrich, ZDA 
 
3.1.7 Začetni oligonukleotidi 
 








5’ - GAC TCG CCT AGG TCT ACA GAG T - 3’ AvrII 
Mlu_PFO_D4_R 5’ - CGA TCG ACG CGT TTA ATT GTA AGT 
AAT ACT AGA TCC AGG - 3’ 
MluI 
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3.1.8 Bakterijski sevi 
 
Tabela 9: Uporabljeni bakterijski sevi. 
Sev Namen uporabe 
E. coli DH5α Namnoževanje plazmidov 
E. coli BL21(DE3)  Izražanje gena za protein 
E. coli BL21(DE3) 
pLysS 
Izražanje gena za protein; ima dodaten plazmid pLysS, na katerem se 





Plazmidi za pripravo genskih konstruktov so bili predhodno pripravljeni na Odseku za 
molekularno biologijo in nanobiotehnologijo na Kemijskem inštitutu v Ljubljani.  
V tabeli 10 so podani plazmidi, ki smo jih uporabili za kloniranje, in plazmidi, ki smo jih 
pripravili v okviru magistrske naloge. 
Tabela 10: Plazmidi za pripravo genskih konstruktov/kloniranje in plazmidi, pripravljeni v okviru 
magistrske naloge. 
Plazmidi za kloniranje Pripravljeni plazmidi 
 pHT-PFO WVITVVA_1 
 pHT-mCherry-PFO D4 WVTTRVP_2 
 pHT-mCherry-PFO WQSLNVL_3 
 pHT-TolAIII D4_7 
 pHT-TolAIII D4_8 
 pHT-TolAIII D4_12 
 pHT-TolAIII D4_21 
 pHT-TolAIII D4_30 
 pHT-TolAIII D4_31 
 pHT-PFO WVTTRVP_2 
 pHT-PFO WQSLNVL_3 
 pHT-PFO AVETVTL_7 
 pHT-PFO AVVTVTL_8 
 pHT-PFO WVVTVTL_12 
 pHT-PFO AVLTRTL_21 
 pHT-PFO WVPWVTWTLH_30 
 pHT-PFO AVVTRAL_31 
 pHT-PFO WQSTNVL_34 
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3.1.10 Rekombinantni proteini  
 
Tabela 11: Pripravljeni in  uporabljeni rekombinantni proteini PFO. 
Oznaka proteina  
Aminokislinske zamenjave 
L2 L3 UDP L1 
PFOAVETVTL   R468V  




PFOAVLTRTL   E458L  
PFOAVVTRAL   E458V T490A 




PFOWVITVVA A401W  E458I R468V 
T490V 
L491A 
PFOWVVTRVP A401W  E458T T490V L491P 
PFOWQSTNVL A401W V403Q  
E458S 
R468N T490V 
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3.2.1 Priprava plazmidov z zapisom za mutante perfringolizina O (PFO) 
 
Slika 4 prikazuje potek priprave plazmidov (genskih konstruktov) z zapisom za mutante 





Slika 4: Shema poteka priprave genskih konstruktov PFO.  
Prikazan je potek vstavljanja četrte domene (D4) PFO v plazmid pHT_PFO_WVITVVA_1, preko 
restrikcijskih mest za BstBI (Bsp119I) in MluI. 
Plazmid, ki predstavlja osnovo in smo ga uporabljali za pripravo genskih konstruktov z 
zapisom za izbrane mutante, je bil ekspresijski vektor pHT-PFO-WVITVVA_1 
(6112 bp). Plazmid je bil pripravljen na Odseku za molekularno biologijo in 
nanobiotehnologijo na Kemijskem inštitutu s kloniranjem zapisa za PFO preko 
restrikcijskih mest XhoI in MluI v vektor pET8c. Ekspresija zapisa za želeni protein je 
regulirana s promotorjem za T7 polimerazo RNA, pri čemer prepis inducira IPTG. Pri 
tem je za zapisom za heksahistidinski podaljšek (His-tag) vstavljen zapis za prepoznavno 
mesto za proteazo TEV in prepoznavno nukleotidno zaporedje za restrikcijski encim 
AvrII. Na začetek zapisa za D4 je vstavljena tiha mutacija, ki privede do nastanka 
prepoznavnega mesta za restrikcijski encim BstBI. Na plazmidu se nahaja tudi mesto 
začetka podvajanja (pBR322 ori) in zapis za β-laktamazo, ki omogoča odpornost proti 
ampicilinu (AmpR).   
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V plazmid pHT_PFO WVITVVA_1 smo vstavljali celotni zapis za mutanta PFO ali le 
zapis za domeno D4. Celotni zapisi za mutante PFO so bili kodirani na plazmidih z 
oznakami »pHT-mCherry-PFO«, medtem ko so bili na plazmidih »pHT-TolAIII D4« 
kodirani zapisi za D4, razen kjer je navedeno drugače (tabela 12). Genski fragment, ki 
kodira zapis za D4 z izbranimi mutacijami, smo vstavili v vektor  
pHT-PFO WVITVVA_1 s pomočjo restrikcijskih encimov BstBI in MluI, ali Bsp119I in 
MluI, medtem ko smo zapis za celoten toksin vstavili z uporabo AvrII in MluI (po 
navodilih proizvajalca).  
Tabela 12: Pripravljeni plazmidi z restrikcijskim rezanjem. 
Pripravljen plazmid Plazmid z zapisom za mutanta PFO/ 
četrto domeno (D4) mutanta PFO 
Restrikcijska 
encima 
pHT-PFO WVTTRVP_2 pHT-mCherry-PFO D4 WVTTRVP_2 Bsp119I/ 
MluI 
pHT-PFO WQSLNVL_3 pHT-mCherry-PFO  WQSLNVL_3 AvrII/ MluI 
pHT-PFO AVETVTL_7 pHT-TolAIII D4_7 Bsp119I/ 
MluI pHT-PFO AVVTVTL_8 pHT-TolAIII D4_8 
pHT-PFO WVVTVTL_12 pHT-TolAIII D4_12 




pHT-PFO AVVTRAL_31 pHT-TolAIII D4_31 




3.2.1.1 Verižna reakcija s polimerazo  
 
V primeru plazmida pHT-PFO WQSTNVL_34 smo genski fragment najprej pomnožili z 
verižno reakcijo s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR). Uporabili smo 
komplet kemikalij KOD Hot Start DNA Polymerase (Novagen, Nemčija) in začetna 
oligonukleotida Avr_D4 PFO_STEYSK_F ter Mlu_PFO_D4_R. Sestava reakcijske 
zmesi za PCR je prikazana v tabeli 13. 
 
Tabela 13: Sestava reakcijske zmesi za PCR. 
 
Reagent V [µL] 
10x PCR pufer 10 
MgSO4 (25 mM) 6 
5’ oligonukleotid (10 µM) 3 
3’ oligonukleotid (10 µM) 3 
dNTP (2 mM vsakega) 10 
MQ 65,5  
KOD Hot Start DNA polimeraza 2  
Genski fragment D4 variante PFO WQSTNVL 0.5 
Vtot 100 
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Pomnoževanje smo izvedli na napravi GeneAmpⓇ PCR System 2700 po programu, 
prikazanem v tabeli 14.  
Tabela 14: Program za pomnoževanje pri PCR.  
Programska stopnja Temperatura Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija (iniciacija) 95 °C 3 min 1 
Pomnoževanje Denaturacija 95 °C 20 s 35 
Prileganje začetnikov 60 °C 10 s 
Podaljševanje 70 °C 10 s 
Zaključno podaljševanje 70 °C 7 min 1 
Ohlajanje 4 °C ∞  
 
Pomnoženi produkt reakcije PCR smo nanesli na 1-odstotni agarozni gel (m/V) (glej 
poglavje 3.2.2). Produkt PCR smo po izolaciji iz agaroznega gela izpostavili restrikciji z 
BstBI in MluI ter ga pred izvedbo ligacije dodatno očistili s kompletom Monarch PCR 
and DNA Cleanup Kit (NEB, Velika Britanija), s čimer smo odstranili ostanke pufra, 
encimov, soli in nevgrajene nukleotide.  
 
3.2.2 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Nastale fragmente plazmidne DNA po rezanju z restrikcijskimi encimi in produkte PCR 
smo ločili na 1-odstotnem (m/V) agaroznem gelu z dodanim EtBr. V ta namen smo 
vzorcem dodali ustrezno količino nanašalnega pufra Gel Loading Dye, Purple (6X) 
(NEB, Velika Britanija). Za popolno ločitev fragmentov je elektroforeza potekala 
50−60 min pri konstantni napetosti 120 V v TBE pufru. Produkte PCR ali rezane dele 
plazmidne DNA ustrezne velikosti smo izrezali iz agaroznega dela pod UV lučjo in jih 
očistili z uporabo kompleta Monarch DNA Gel Extraction Kit (NEB, Velika Britanija), 
po navodilih proizvajalca. Čistost in koncentracijo izolirane DNA smo preverili 
spektrofotometrično z aparaturo NanoDrop™ One (Thermo Scientific, ZDA). 
3.2.3 Ligacija 
 
Očiščene restrikcijske fragmente plazmidne DNA ustrezne velikosti smo vstavili v 
ustrezno rezan plazmid pHT-PFO WVITVVA_1 z uporabo encima T4 DNA ligaza, po 
navodilih proizvajalca. Ligacija je potekala 30 min pri 22 °C. Z ligacijsko mešanico smo 
nato transformirali kompetentne celice seva E. coli DH5ɑ. Postopek transformacije je 
opisan v poglavju 3.2.4. 
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3.2.4 Transformacija kemijsko kompetentnih celic DH5ɑ, BL21(DE3) in 
BL21(DE3) pLysS 
 
Za transformacijo plazmidov v bakterijske celice smo k 150 µL odtaljenih kemijsko 
kompetentnih bakterijskih celic E. coli dodali 5 µL ustrezne ligacijske mešanice ali 1 µL 
ustreznega plazmida (s koncentracijo 30−80 ng/µL) in inkubirali na ledu 20 min. Po 
končani inkubaciji smo izvedli toplotni šok (90 s pri 42 °C in nato 2 min na ledu). 
K transformiranim celicam smo dodali 800 µL tekočega LB gojišča in jih stresali 45 min 
na 37 °C pri 125 vrt./min. Po inkubaciji smo 100 µL gojišča s celicami razmazali na 
plošče s trdnim gojiščem LB z dodanim ustreznim antibiotikom. Preostanek celic smo 
centrifugirali 1 min pri maksimalnih obratih (16.100 g) in sobni temperaturi, odstranili 
~600 µL supernatanta, preostalo pa resuspendirali s posedenimi celicami ter 100 µL 
suspenzije razmazali na plošče. Plošče smo inkubirali čez noč na 37 °C. 
 
3.2.5 Izolacija plazmidne DNA 
 
Plazmidno DNA smo izolirali iz prekonočne kulture bakterijskih celic E. coli DH5ɑ. 
Na plošči smo si izbrali nekaj kolonij in nato inokulirali eno kolonijo iz trdega LB gojišča 
v 10 mL tekočega LB gojišča z dodanim ustreznim antibiotikom. Gojišče smo ob 
stresanju inkubirali čez noč na stresalniku na 37 °C pri 150 vrt./min. Po prekonočnem 
gojenju smo izolirali plazmidno DNA s kompletom za izolacijo plazmidne DNA 
Monarch® Plasmid Miniprep Kit (NEB, Velika Britanija), po navodilih proizvajalca. 
Koncentracijo in čistost izolirane plazmidne DNA smo določili s spektrofotometrom 
NanoDrop™ One (Thermo Scientific, ZDA). 
 
Prisotnost ustreznih vključkov v izolirani DNA smo preverjali z restrikcijsko reakcijo z 
ustreznimi encimi. Restrikcijske mešanice smo nanesli na 0,8-odstotni (m/V) agarozni 
gel z dodanim EtBr. Elektroforeza je potekala 35 min pri 120 V v pufru TBE. Uspešnost 
priprave plazmidov in prisotnost morebitnih mutacij v nukleotidnem zaporedju smo 
preverili s sekvenciranjem po Sangerju pri podjetju GATC Biotech. 
 
3.2.6 Priprava rekombinantnih proteinov 
 
3.2.6.1 Izražanje zapisa za rekombinantni protein 
 
Za izražanje zapisa za rekombinante proteine smo uporabili bakterijski ekspresijski 
sistem E. coli, seva BL21(DE3) ali BL21(DE3) pLysS. Za pripravo bakterijske biomase 
smo uporabljali sveže transformirane seve (postopek opisan v poglavju 3.2.4). Nekaj 
bakterijskih kolonij smo nacepili v 25 mL tekočega gojišča LB z ustreznim antibiotikom 
ter jih prekonočno nagojili ob stresanju (150 vrt./min) pri 37 °C. Naslednji dan smo za 
rast celic in produkcijo posameznega rekombinantnega proteina pripravili  
1-odstotni vcepek, pri čemer smo 5 mL prekonočne kulture nacepili v 500 mL gojišča 
LB, v katerega smo za sev BL21(DE3) dodali ampicilin (končna konc. 100 µg/mL), v 
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primeru seva BL21(DE3) pLysS pa ampicilin in kloramfenikol (končna konc. 34 µg/mL). 
Kulturo smo gojili pri 37 °C ter stresanju (150 vrt./min) do optične gostote pri valovni 
dolžini 600 nm (OD600) ~0,5. Ko so vzorci dosegli ustrezno vrednost OD600, smo jih 
ohladili. Izražanje zapisa za rekombinantni protein smo inducirali z dodatkom 0,5 mM 
IPTG. Po indukciji smo celice gojili na stresalniku pri 20 °C in 140 vrt./min še nadaljnjih 
20 ur. Celice smo po končani kultivaciji ločili od gojišča s centrifugiranjem (4000 g, 
15 min, 4 °C) in usedlino shranili na -20 °C. 
 
3.2.6.2 Ni-NTA afinitetna kromatografija 
 
Vse rekombinantne proteine, uporabljene pri poskusih, smo izolirali s pomočjo Ni-NTA 
afinitetne kromatografije. Na N-koncu proteina se nahaja zapis za šest zaporednih 
histidinov (His-tag), ki se specifično in z visoko afiniteto veže na nikljeve katione v 
nosilcu. Nosilec v koloni je v tem primeru sestavljen iz agaroznih zrnc (Sepharose®), na 
katere je vezan ligand nikelj-nitrilocetna kislina (v nadaljevanju Ni-NTA). Za odstranitev 
proteinov z nosilca smo uporabili imidazol, ki s His-repkom na rekombinantnem proteinu 
tekmuje za vezavna mesta na koloni. Višja je koncentracija imidazola, več vezanih 
histidinskih podaljškov izpodrine iz vezavnega mesta in rekombinantni protein se tako 
izloči s kolone [47]. 
 
Bakterijsko usedlino (od 1.5 do 3.4 g bakterijske biomase), shranjeno na -20 °C, smo 
odtalili pri sobni temperaturi in jo na ledu resuspendirali v 7 mL pufra za lizo. Celice smo 
razbili na ledu z 10 minutnim ultrazvočnim razbijanjem (1 s pulz in 2 s premor, amplituda 
38 %). Bakterijski lizat smo centrifugirali 30 min pri 50.000 g in 4 °C. Supernatant (topno 
frakcijo) smo odstranili in prefiltrirali skozi filter velikosti 0,22 µm. Prefiltriran 
supernatant smo nato uporabili za nadaljnjo izolacijo in čiščenje rekombinantnih 
proteinov z Ni-NTA afinitetno kromatografijo. V ta namen smo supernatant nanesli na 
plastično kolonico (V = 10 mL; Bio-Rad, ZDA) z 0,5 mL suspenzije Ni-NTA agaroze 
(QiaGen, Nemčija), ki smo jo ekvilibrirali z 10 mM imidazolnim pufrom za lizo 
(tabela 4). Sledila je enourna inkubacija supernatanta z nosilcem pri 4 °C in počasnem 
mešanju. Po inkubaciji smo zbrali nevezano frakcijo in kolono sprali z 20 mM 
imidazolnim pufrom za spiranje, s čimer smo odstranili nespecifično vezane proteine 
(sprana frakcija). Nazadnje smo protein eluirali s 3 mL 250 mM imidazolnega pufra za 
elucijo. Eluat smo dializirali v kasetah Slide-A-Lyzer MWCO 10.000 (Thermo Fisher, 
ZDA) pri 4 °C proti 300-kratni količini dializnega pufra, ob 3-kratni menjavi dializata. 
Po prekonočni dializi smo vzorce centrifugirali (16.100 g, 10 min, 4 °C) in supernatant 
prenesli v novo mikrocentrifugirko. Očiščeni proteini so bili alikvotirani in shranjeni na 
-20 °C do nadaljnje uporabe.  
  
Inge Sotlar, Magistrsko delo 
Opredelitev lastnosti mutantov perfringolizina O s spremembami v holesterol-prepoznavnem delu 
24 
 
Ni-NTA kromatografijo na kromatografskem sistemu Äkta HPLC (Amersham, Švedska) 
smo opravili kot dodaten korak čiščenja nevezane frakcije PFOWVPWVTWTLH. 
V ta namen smo nevezano frakcijo filtrirali skozi 0,22 µM filter in jo nato nanesli na 
kolono NiNTA Superflow (Qiagen, Nemčija). Nevezane proteine smo pri pretoku 
1 mL/min sprali s pufrom A, vezane pa najprej z 12 % in nato z 20 % pufra B. Sledila je 
še elucija iskanega proteina s 100 % pufra B pri pretoku 5 mL/min. Frakcije smo do 
nadaljnje uporabe shranili na 4 °C. 
 
Vse frakcije izolacije proteinov z Ni-NTA afinitetno kromatografijo in morebitno oborino 
po centrifugiranju smo nanesli na NaDS-PAGE gel (glej poglavje 3.2.8), s katerim smo 
preverili čistost ter velikost proteinov. 
 
3.2.7 Gelska kromatografija 
 
Gelsko izključitveno kromatografijo smo izvedli na sistemu Äkta HPLC (Amersham, 
Švedska). Ločevanje je potekalo na gelskem nosilcu »Superdex 75 10/300 GL« 
(GE Healthcare, Velika Britanija), ki omogoča ločevanje molekul velikosti 
3000−70 000 kDa. Pri tem smo uporabljali 24 oz. 120 mililitrsko kolono. Proteine smo 
nanašali na kolono s pomočjo zanke (500 μL oz. 2 mL). Za mobilno fazo smo uporabili 
pufer za gelsko kromatografijo (50 mM Tris-acetat, 150 mM NaCl, pH 7,4). Ločevanje 
je potekalo izokratsko, pri pretoku 0,8 mL/min. Elucijo smo spremljali z računalniškim 
programom (Unicorn), z merjenjem A280 in A215. Frakcije smo zbirali s frakcijskim 
kolektorjem in jih analizirali na NaDS-PAGE gelu. Najbolj čiste frakcije smo združili in 
jih skoncentrirali s koncentratorjem Amicon® Ultra 0.5 mL Centrifugal Filters, 30K 
(Millipore, ZDA). Združene in skoncentrirane frakcije smo shranili na -20 °C. 
 
3.2.8 NaDS-PAGE elektroforeza  
 
Za analizo proteinov in celičnih lizatov z NaDS-PAGE elektroforezo smo vzorce 
pripravili tako, da smo jih obarvali in obtežili z dodatkom nanašalnega pufra NuPAGE® 
LDS Sample Buffer (4X) (Life technologies, ZDA). Vzorcem smo dodali tudi reducent 
DTT (založna konc. 0,5 M) in jih ustrezno redčili z MQ vodo. Pripravljene mešanice smo 
nato segrevali na termobloku 5 min na 95 °C. Vzorce smo zbrali na dno 
mikrocentrifugirke s kratkim centrifugiranjem in jih nanesli v žepke poliakrilamidnega 
gela NuPAGE® Novex® Bis-Tris Mini Gel (Life technologies, ZDA) s 4−12 odstotno 
zamreženostjo gela. Za kontrolo velikosti smo na gel nanesli tudi standard znanih 
molekulskih mas Unstained Novex® Sharp (Life technologies, ZDA). NaDS-PAGE 
elektroforezo smo izvedli na elektroforeznem sistemu XCell SureLockTM Mini-Cell 
Electrophoresis System (Life technologies, ZDA). Elektroforeza je tekla 40 min v 
elektroforeznem pufru MES, pri konstantni napetosti 200 V. Po končani elektroforezi 
smo gele ob segrevanju spirali 3-krat v MQ, nato pa barvali 10 min ob rahlem mešanju v 
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Coomasie modrem barvilu SimplyBlue™ SafeStain (Life technologies, ZDA). Za 
doseganje boljšega kontrasta smo odvečno barvilo odstranili s spiranjem v MQ vodi. 
 
3.2.9 Merjenje koncentracije proteinov 
 
Koncentracijo očiščenih proteinov po Ni-NTA kromatografiji smo določili z merjenjem 
absorbance pri 280 nm (A280) na UV-Vis spektrofotometru Agilent v kivetah z optično 
potjo 1 cm. Za izračun koncentracije (enačba 1) smo potrebovali vrednost A280 pri 
koncentraciji 1 mg/mL (A2800,1%), izračunano iz aminokislinskega zaporedja z orodjem 
ProtParam na strežniku ExPASy. Meritev smo ponovili trikrat in iz dobljenih rezultatov 






Koncentracija proteina (c). A280 – absorbanca raztopine pri valovni dolžini 280 nm,  
A2800,1 %  – vrednost A280 za raztopino s koncentracijo 1 mg/mL. 
  
3.2.10 Cirkularni dikroizem  
 
Cirkularni dikroizem (v nadaljevanju CD) je spektroskopska metoda, ki temelji na 
merjenju neenakomerne absorpcije levo in desnosučne komponente cirkularne 
polarizirane svetlobe v optično aktivnih molekulah. Pri proteinih uporabljamo dve 
valovni območji merjenja. Iz spektrov, posnetih v bližnjem UV-območju (250–320 nm) 
dobimo informacijo o terciarni strukturi proteinov. Pri daljnem-UV območju  
(190–250 nm) absorbirajo peptidne vezi in tako dobimo informacijo o sekundarni 
strukturi proteinov [48]. 
 
Z metodo cirkularnega dikroizma smo preverili sekundarno strukturo proteinov v 
daljnem-UV območju (190−250 nm). CD spektre proteinov PFO WT in mutantov PFO 
smo izmerili na CD spektrometru ChirascanTM  (Applied Photophysics) pri sobni 
temperaturi in pH 7, 4. Vzorce smo pred merjenjem dializirali proti pufru za CD (10 mM 
NaH2PO4, pH 7,4) in jih ustrezno redčili do koncentracije 0,05−0,1 mg/mL. Za meritve 
smo uporabili kvarčne kivete z dolžino optične poti 1 mm, končni volumen proteinskega 
vzorca v kiveti je bil 400 µL. Dobljeni spektri so povprečje 10-ih meritev. Vsako krivuljo 
dobljenega spektra smo na koncu zgladili z Savitsky-Golay filtrom in izhodne podatke o 
eliptičnosti (z enoto mdeg) pretvorili v molarno eliptičnost aminokislinskega ostanka (z 
enoto deg cm2 dmol-1; enačba 2). 
 





Molarna eliptičnost aminokislinskega ostanka ([θ]). θ – eliptičnost (mdeg), L – dolžina optične poti (cm), 
C – koncentracija (g/L), M – povprečna molekulska masa (g/mol). 
(2) 
(1) 
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3.2.11 Test hemolitične aktivnosti 
 
Hemolitično aktivnost divjega tipa in mutantov PFO smo spremljali z merjenjem 
turbidance pri valovni dolžini 630 nm (A630), pri kateri zaradi poškodbe eritrocitov 
zaznamo spremembo svetlobne absorpcije vzorca. Za testiranje hemolitične aktivnosti 
smo uporabili goveje eritrocite, ki smo jih spirali v eritrocitnem pufru (20 mM Tris, 
140 mM NaCl) s pH vrednostjo 7,4. Vsakemu spiranju je sledilo centrifugiranje 4 min pri 
800 g in sobni temperaturi. Supernatant smo po centrifugiranju odstranili, k usedlini 
eritrocitov pa dodali svež eritrocitni pufer. Postopek spiranja eritrocitov smo ponovili  
2–3-krat oziroma dokler supernatant ni bil bister, s čimer smo odstranili lizirane eritrocite 
in hemoglobin. Po zadnjem centrifugiranju smo celice resuspendirali v eritrocitnem 
pufru, do absorbance A630 0,5 (± 0,03). Vrednost A630 smo določili s čitalnikom 
mikrotitrskih plošč Synergy MX (Biotek, ZDA). Vzdolž mikrotitrske plošče smo nato 
pripravili 2-kratne serijske redčitve proteinskega vzorca, do končnega volumna 100 µL. 
Tik pred začetkom meritve na čitalniku smo v vsako jamico dodali 100 µL predhodno 
umerjene eritrocitne suspenzije. Hemolitično aktivnost smo spremljali 
spektrofotometrično, z merjenjem 20-minutne kinetike A630  pri 25 °C na čitalniku 
mikrotitrskih plošč. V programu Gen5 (Biotek, ZDA) smo iz treh točk s pomočjo linearne 
regresije določili maksimalno hitrost hemolize pri posamezni koncentraciji proteinov 
(Vmax). Absolutne vrednosti Vmax smo nanesli na graf v odvisnosti od koncentracije 
proteinskega vzorca. Krivulje smo prilegali z logistično funkcijo v programu Origin 8.1 
(OriginLab, ZDA) in nato s pomočjo točke na polovici sigmoidne krivulje (vrednosti x0) 
določili koncentracijo, ki je potrebna za doseganje Vmax/2 (c50). Vsako meritev smo 
neodvisno ponovili vsaj trikrat. 
 
3.2.12 Priprava lipidnih veziklov 
 
3.2.12.1 Priprava multilamelarnih veziklov (MLV) 
 
Pripravili smo MLV-je brez holesterola (100 % POPC), s 50 mol % holesterola 
(POPC:Hol = 1:1) in s 50 mol % holesteril acetata (POPC:AcHol = 1:1) iz 10 mM 
raztopin lipidov. Vse lipide smo pred uporabo pustili 20–30 min na eksikatorju na sobni 
temperaturi. Lipide, ki so bili predhodno v prahu shranjeni na -80 °C, smo najprej raztopili 
v nepolarnem topilu. Holesterol smo raztopili v kloroformu, holesteril acetat pa v heksanu 
ali mešanici kloroforma in metanola 1:1 (V/V). Tako pripravljene 10 mM raztopine 
lipidov smo zmešali v stekleni bučki v ustreznem molskem razmerju in topilo iz bučke 
počasi odpareli na rotavaporju (Büchi, Švica). Za popolno odstranitev organskega topila 
smo sušili minimalno dve uri na rotavaporju ali v koncentratorju Concentrator Plus 
(Eppendorf, Nemčija). Na dnu bučke je nastal lipidni film, ki smo ga ob močnem 
vorteksiranju rehidrirali v pufru za hidratacijo veziklov, predhodno segretem na 50 °C. 
Nastale MLV-je smo 8−10-krat zapored zamrznili v tekočem dušiku in odmrznili pri 
temperaturi 50 °C. Nato smo jih prepihali z dušikom in do uporabe shranili na -20 °C. 
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3.2.12.2 Priprava majhnih unilamelarnih veziklov 
 
Za preučevanje vezave proteinov na lipidne membrane s površinsko plazmonsko 
resonanco (SPR; poglavje 3.2.14) smo uporabili majhne unilamelarne vezikle 
(angl. small unilamellar vesicles; SUV). Pripravili smo jih iz ustreznih MLV-jev z 
ultrazvočnim razbijanjem (10 s pulz in 10 s premor, amplituda 38 %). Čas ultrazvočnega 
razbijanja za vezikle iz POPC smo nastavili na 10 min, za vezikle iz POPC:Hol (1:1) na 
15 min. Postopek ultrazvočnega razbijanja je potekal na ledu. Po končanem razbijanju z 
ultrazvokom smo vzorce centrifugirali 5 min pri maksimalnih obratih (16.100 g), da smo 
odstranili ostanke sonde. Distribucijo velikosti pripravljenih veziklov SUV smo pomerili 
z dinamičnim sipanjem svetlobe (DLS) v kivetah Brand® UV-Kuvette mikro (Brand, 
Nemčija) na napravi za merjenje DLS Zetasizer NanoZS (Malvern, Velika Britanija). 
Pripravljene SUV-e smo shranili na 4 °C in jih porabili v enem tednu. 
 
3.2.13 Test vezave proteinov na multilamelarne vezikle 
 
Za test smo uporabljali suspenzijo multilamelarnih veziklov (MLV), ki smo jim dodali 
proteine (razmerje lipidi:protein 3000 (mol:mol)), reducent DTT (založna konc. 0,5 M) 
in pufer, v katerem je bil protein. Končni volumen mešanice je bil 20 µL. Nastalo 
mešanico smo inkubirali 30 min pri sobni temperaturi. Prav tako smo pod enakimi pogoji 
inkubirali protein brez veziklov, s čimer smo preverili, če se protein nespecifično veže na 
steno mikrocentrifugirk. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali z namizno centrifugo 
30 min pri 16.100 g in 21 °C. Supernatant smo previdno odstranili, ga denaturirali v 
termobloku (95 °C, 5 min) in ga shranili za nanos na NaDS-PAGE gel. Usedlino smo 
sprali s 100 µL pufra in ponovno centrifugirali 30 min pri 16.100 g in 4 °C. Supernatant 
po spiranju smo zavrgli, usedlino pa po enakem postopku ponovno sprali, denaturirali 
(95 °C, 5 min) ter ga prav tako shranili za nanos na NaDS-PAGE gel. Vzorce smo nato 
analizirali na 4–12-odstotnem NaDS-PAGE gelu in za kontrolo nanesli še po 1 μg čistega 
in netretiranega proteina. Gele smo po spiranju v MQ vodi in barvanju z barvilom 
SimplyBlue slikali in jih analizirali s programom ImageJ 1.52p. Test smo ponovili trikrat. 
 
3.2.14 Površinska plazmonska resonanca (SPR) 
 
Površinska plazmonska resonanca je ena pomembnejših tehnik za preučevanje 
molekulskih interakcij, ki potekajo na površini senzorskega čipa. To je steklena ploščica, 
na katero je nanešena tanka plast zlata. Polarizirana laserska svetloba se usmeri skozi 
medij z visokim lomnim količnikom (prizma) na medij z nizkim lomnim količnikom 
(plast zlata) pod takšnim kotom, da pride do popolnega odboja svetlobe. Ko na senzorski 
čip vežemo molekule se na površini čipa spremeni lomni količnik in s tem kot odboja 
svetlobe. Naprava poda spremembe v kotu in intenzitete svetlobe v obliki senzorgrama, 
pri čemer je odziv podan v enotah RU (angl. response units) [49]. 
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Študijo interakcij z SPR smo izvedli na refraktometru Biacore X100 (GE Healthcare, 
Velika Britanija) pri temperaturi 25 °C in v pufru za SPR s pH vrednostjo 7,4 (sestava 
pufra opisana v tabeli 4). Uporabili smo senzorski čip L1, ki omogoča vezavo liposomov 
na njegovo površino. Vezikle smo na površino čipa nanašali v koncentraciji 200 µM in 
pri pretoku 2 µL/min, do približno 800−1000 RU. Analite (proteine) smo na obe pretočni 
celici nanašali s pretokom 30 µL/min (60 µL/min v primeru PFOWVVTVTL) v dvakratnih 
redčitvah začetne koncentracije 50 nM (100 nM v primeru PFOWVITVVA in PFOWVTTRVP). 
Disociacija je bila 2700s (900 s v primeru PFOAVVTVTL in PFOWVVTVTL).  
 
Pred vsakim novim nanosom SUV-ov smo sistem spirali z 40 mM oktil glikozidom (OG), 
da smo sprali nečistoče s čipa. Nanosu veziklov je pri pretoku 60 µL/min sledil nanos 
100 mM NaOH, s katerim smo sprali šibko vezane vezikle. Za meritve vezave proteinov 
na vezikle pri pH 7,4 smo naredili cikel, kot je prikazano v tabeli 15. 
 
Tabela 15: Potek posameznega cikla površinske plazmonske resonance (SPR) za merjenje jakosti vezave 
pri pH 7,4. Zadnji korak spiranja z OG smo dvakrat ponovili. V oklepajih zapisane številke predstavljajo 
vrednosti, ki so bile spremenjene pri mutantih PFOAVVTVTL in PFOWVVTVTL. 
 
Na koncu smo dobljene podatke uredili v programu BIAevaluation v3.2 (GE Healthcare, 
Velika Britanija) tako, da je začetna točka (pri času 0 s) predstavljala nanos proteina na 










Regeneracija čipa z 40 mM OG 10 60 / 120 
Nanos SUV-ov 2 variira / / 
Spiranje veziklov s 100 mM NaOH 60 30 / 60 
Regeneracija čipa s 100 mM 
NaOH 60 30 / 600 
Nanos pufra/ proteina v 50 nM  
(100 nM) koncentraciji 30 (60) 45 2700 (900) / 
Regeneracija čipa z 40 mM OG 10 60  120 
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4 Rezultati in razprava 
 
4.1 Lastnosti aminokislinskih zaporedij izoliranih mutantov PFO  
 
Za pripravo izbranih mutantov PFO, uporabljenih v magistrski nalogi, smo izhajali iz 
aminokislinskega zaporedja, prikazanega na sliki 5A. V zaporedju divjega tipa PFO je 
bilo izrezano zaporedje signalnega peptida, za začetnim metioninom pa vstavljen 
heksahistidinski podaljšek in dodano zaporedje aminokislinskih ostankov ENLYFQG, ki 
predstavlja cepitveno mesto za proteazo TEV. Vsak mutant je vseboval eno ali več 
zamenjav aminokislinskih ostankov v zankah L1, L2 in v undekapeptidu (UDP), kot je 






Slika 5: Konstrukt PFO, uporabljen v magistrski nalogi.  
A) Aminokislinsko zaporedje izbranih mutantov PFO. Sestavljeno je iz heksahistidinskega podaljška 
(aminokisline 2−7; modro), cepitvenega mesta za protezo TEV (aminokisline 16−22; vijolično) in divjega 
tipa PFO (aminokisline 25−496). Z zeleno barvo so označene aminokisline, ki so bile zamenjane v domeni 
D4 (modra črta) pri izbranih mutantih PFO. Zanke L1, L2 in L3 so označene z oranžno črto, UDP z rdečo 
črto. B) 3D struktura konca domene D4, prikazana v programu PyMOL. S paličicami so prikazani 
aminokislinski ostanki, ki so bili zamenjani: A401 (rumeno) in V403 (modro) v L2, E458 (vijolično), T460 
(oranžno) in R468 (zeleno) v UDP ter T490 in L491 v L1 (rdeče). 
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Aminokislinska zaporedja izbranih mutantov smo analizirali s programom ProtParam, ki 
je dostopen na bioinformatskem spletnem portalu ExPASy [50]. Osnovne lastnosti 
aminokislinskih zaporedij so prikazane v tabeli 16. Divji tip perfringolizina O (PFO WT) 
ne vsebuje heksahistidinskega podaljška in je bil predhodno izoliran na Odseku za 
molekularno biologijo in bionanotehnologijo na Kemijskem inštitutu. Zrela oblika PFO 
WT je dolžine 472 aminokislin, v magistrski nalogi izolirani mutanti PFO so dolžine 
496 aminokislin.  
Tabela 16: Osnovne lastnosti aminokislinskih zaporedij mutantov perfringolizina O (PFO).  
Mw − molekulska masa proteina, ε − molarni ekstinkcijski koeficient, pI – teoretična izoelektrična točka, 
A2800,1 % −  A280 pri koncentraciji 1 mg/mL 
 
Oznaka proteina PFO Mw (kDa) ε ( M−1⋅cm−1) pI A2800,1 % 
PFO WT  52,7 72770 6,00 1,4 
PFOAVETVTL 55,6 75750 5,99 1,36 
PFOAVVTVTL 55,5 75750 6,09 1,36 
PFOAVLTRTL 55,6 75750 6,21 1,36 
PFOAVVTRAL 55,6 75750 6,21 1,36 
PFOWVVTVTL 55,6 81250 6,09 1,46 
PFOWVITVVA 55,6 81250 6,09 1,46 
PFOWVVTRVP 55,7 81250 6,21 1,46 
PFOWQSTNVL 55,7 81250 6,09 1,46 
PFOWQSLNVL 55,7 81250 6,09 1,46 
PFOWVPWVTWTLH 55,8 90760 6,25 1,63 
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4.2 Priprava plazmidov z zapisi za mutante PFO 
V okviru magistrske naloge smo v ekspresijski vektor pHT-PFO WVITVVA_1 s 
pomočjo restrikcijskega rezanja izbranih plazmidov vstavili celotni zapis za mutanta PFO 
ali le zapis za D4. Skupno smo pripravili 9 konstruktov. 
Plazmid pHT-PFO WVITVVA_1 in ustrezne plazmide z zapisi za mutante 
perfringolizina O (PFO) smo izpostavili restrikcijskim encimom, ki so ustvarili lepljive 
konce. V primeru vstavjanja zapisa za domeno D4 smo pričakovali fragment velikosti 
330 bp, v primeru vstavljanja celotnega zapisa za PFO pa 1426 bp. Po končani restrikciji 
smo nastale fragmente preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Rezultati agarozne 
gelske elektroforeze po rezanju plazmidov z AvrII in MluI so prikazani na sliki 6, po 
rezanju z Bsp119I in MluI pa na slikah 7 in 8. Ugotovili smo, da je bila restrikcija vseh 
plazmidov uspešna, saj so lise na gelu ustrezale pričakovanim velikostim restrikcijskih 
fragmentov. Na koncu smo fragmente, ki smo jih želeli uporabiti za nadaljnje kloniranje 
in so ustrezale velikosti lineariziranega plazmida pHT-PFO WVITVVA_1 (4,7 kbp oz. 
5,8 kbp) ter velikosti vključka, izrezali iz agaroznega gela. 
 
 
Slika 6: Agarozna gelska elektroforeza po restrikciji plazmidov z AvrII in MluI.  
Vzorec 1 prikazuje rezan plazmid pHT-PFO WVITVVA_1 (A) - po 50 min, B) - po 60 min), vzorec 2 rezan 
plazmid pHT-mCherry-PFO WQSLNVL_3. Na gel je za primerjavo velikosti nanešen dolžinski standard 




Slika 7: Agarozna gelska elektroforeza po restrikciji plazmidov z Bsp119I/ MluI.  
Nanos vzorcev: Dolžinski standard 2-Log DNA Ladder (M), pHT-PFO WVITVVA_1 (1), pHT-TolAIII 
D4 7 (2), pHT-TolAIII D4 8 (3), pHT-TolAIII D4 12 (4), pHT-TolAIII D4 21 (5), pHT-TolAIII D4 30 (6), 
pHT-TolAIII D4 31 (7). Izrezali smo linearizirani vektor pri vzorcu 1 (5,8 kbp) in vključke (330 bp) pri 
vzorcih 2–7. 
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Slika 8: Agarozna gelska elektroforeza po restrikciji plazmidov pHT-PFO WVITVVA_1 (1, 2) in 
pHT_mCherry_PFO D4 WVTTRVP_2 (3, 4) z Bsp119I/ MluI. Na gel je za primerjavo velikosti nanešen 
dolžinski standard 2-Log DNA Ladder (M). Izrezali smo linerizirani vektor (5,8 kbp) pri vzorcih 1 in 2 ter 
vključke (330 bp) pri vzorcih 3 in 4. 
4.2.1 Pomnoževanje genskega fragmenta PFO WQSTNVL z verižno reakcijo s 
polimerazo 
 
Za pripravo konstrukta z zapisom za D4 mutanta PFOWQSTNVL smo z verižno reakcijo s 
polimerazo (v nadaljevanju PCR) in z izbranima začetnima oligonukleotidoma (tabela 8) 
pomnožili del gena za D4 izbranega mutanta. Velikost tega dela gena je bila 343 bp. Z 
začetnima oligonukleotidoma smo pomnožili tudi mesto za restrikcijski encim BstBI, ki 
je bil primeren za vstavitev v plazmid pHT-PFO WVITVVA_1. 
Na podlagi agaroznega gela je možno opaziti, da je bilo pomnoževanje uspešno (slika 9), 
zato smo iz gela izrezali produkt PCR ustrezne velikosti in ga po izrezu izpostavili 
restrikcijskima encimoma BstBI in MluI. 
 
 
Slika 9: Agarozna gelska elektroforeza produktov PCR genskega fragmenta PFOWQSTNVL. 
Vzorca 1 in 2 prikazujeta produkt PCR, za primerjavo je na gel nanešen dolžinski standard 2-Log DNA 
Ladder (M). 
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4.2.2 Preverjanje prisotnosti vključkov v konstruktih 
 
Uspešnost kloniranja smo preverjali s sekvenciranjem po Sangerju, pred tem pa smo 
naredili kontrolno restrikcijo izoliranih plazmidov iz posameznih klonov. V ta namen smo 
izolirane plazmide razrezali z restrikcijskima encimoma AvrII in MluI ali z BstBI in MluI. 
Na podlagi gelov po končani agarozni gelski elektroforezi, ki so prikazani na slikah 10 in 
11, smo opazili, da je pri večini vzorcev ligacija fragmentov in plazmida uspela, saj lise 
ustrezajo pričakovanim velikostim vključka in plazmida. 
Klonom, pri katerih je bila ligacija uspešna, smo nato preverili nukleotidno zaporedje, 







Slika 10: Agarozna gelska elektroforeza po restrikciji izoliranih plazmidov z vključki: PFOWVTTRVP (A), 
PFOWQSTNVL (B) in PFOWQSLNVL (C) iz posameznih kolonij transformiranih celic E. coli DH5α.  
M − dolžinski standard 2-Log DNA Ladder (A, B) in Lambda DNA/HindIII (C). 
Slika 11: Agarozna gelska elektroforeza po restrikciji izoliranih plazmidov z AvrII/MluI iz posameznih 
kolonij transformiranih celic DH5α. Na gel je nanešen dolžinski standard 2-Log DNA Ladder (M). Vzorec 
1 prikazuje restrikcijo pHT-PFO WVITVVA_1, nato si od leve proti desni sledijo vključki: PFOAVETVTL, 
PFOAVVTVTL, PFOWVVTVTL, PFOAVLTRTL, PFOWVPWVTWTLH, PFOAVVTRAL. Vzorci 2−7 predstavljajo klon 1, 
vzorci 8−13 klon 3.  
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4.3 Izolacija in čiščenje mutantov PFO  
 
4.3.1 Ni-NTA afinitetna kromatografija 
 
Mutante PFO smo izolirali z nikelj-afinitetno (Ni-NTA) kromatografijo, ki je namenjena 
čiščenju proteinov s heksahistidinsko oznako. Čiščenje smo izvajali z uporabo 
polipropilenskih kolonic, v katere smo dodali 50-odstotno suspenzijo Ni-NTA agaroznih 
kroglic. Izražanje proteina smo testirali v dveh različnih sevih E. coli, v BL21(DE3) in 
BL21(DE3) pLysS. Izolacijo smo na začetku testirali pri različnih količinah nosilca, nato 
pa postopek optimizirali za vse mutante PFO.  
V korakih gojenja kulture (pred indukcijo z IPTG), po končanem gojenju, po 
homogenizaciji z ultrazvokom ter po končani izolaciji z Ni-NTA kromatografijo smo 
odvzeli vzorce in jih analizirali na NaDS-PAGE gelu. Ker smo želeli dodatno preveriti, 
ali se mutanti nahajajo v topni ali v netopni obliki, smo ponekod na NaDS-PAGE gel 
poleg preostalih frakcij nanesli še supernatant in usedlino po centrifugiranju celic, ki smo 
jih razbili z ultrazvokom. 
Izražanje v ekspresijskem sistemu E. coli BL21(DE3) smo testirali pri izolaciji 
PFOWVITVVA  (slika 12). Iz NaDS-PAGE gela je možno opaziti, da pred indukcijo celic z 
IPTG (vzorec BI) tarčnega proteina nismo zaznali, po dodatku IPTG v log fazi rasti 
(OD600 ~0,5), na koncu gojenja bakterijske kulture pri vzorcu AI, pa je opazna lisa 
pričakovane velikosti ~56 kDa, kar nakazuje na prisotnost proteina PFOWVITVVA. Po 
končanem gojenju smo bakterijske celice razbili z ultrazvokom in supernatant po 
centrifugiranju nanesli na polipropilensko kolono, na katero smo predhodno nanesli 1 mL 
Ni-NTA nosilca. Izolacija PFOWVITVVA je bila uspešna, saj je v elucijski frakciji (po eluciji 
s pufrom z 250 mM imidazolom; vzorec E) videti močna lisa pričakovane velikosti. 
Prisotnih je bilo tudi nekaj proteinskih nečistoč velikosti ~35 in 40 kDa, a jih je bilo v 
primerjavi s tarčnim proteinom bistveno manj. Kot smo lahko ocenili iz NaDS-PAGE, je 
po enourni vezavi na nosilec ostalo precej proteina v nevezani frakciji (vzorec N), vendar 
ker ga je bilo v elucijski frakciji več, smo le-to dializirali proti dializnemu pufru. Ko smo 
po prekonočni dializi vzorec centrifugirali, smo opazili oborino, katere vzorec smo 
nanesli na NaDS-PAGE (vzorec O). Lisa se je pojavila pri velikosti 56 kDa, iz česar 
sklepamo, da gre za oborjen protein PFOWVITVVA. To smo glede večjega števila 
hidrofobnih aminokislinskih ostankov (v primerjavi s PFO WT) tudi predvidevali. 
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Za izolacijo vseh preostalih mutantov PFO smo se glede na rezultate izolacije 
PFOWVITVVA odločili, da bomo uporabili sev E. coli BL21(DE3) pLysS. Slednji ima 
namreč v citoplazmi še dodaten plazmid pLysS, na katerem se nahaja zapis za odpornost 
na antibiotik kloramfenikol in zapis za T7 lizocim, ki je inhibitor T7 polimeraze. Encim 
na ta način zmanjša izražanje tarčnega zapisa pred indukcijo, poleg tega se zmanjša 
ozadje izražanja T7 polimeraze in prepreči nespecifično izražanje drugih genov [51]. 
Hkrati smo količino Ni-NTA agaroze zmanjšali na 0,5 mL, s čimer smo želeli zmanjšati 
nespecifično vezavo drugih proteinov in s tem prisotnost nečistoč v eluatu. Kljub temu 
pri nadaljnji izolaciji PFOAVETVTL in PFOAVLTRTL v Bl21(DE3) pLysS bistvenih razlik 
nismo opazili, kot je razvidno iz NaDS-PAGE gela na sliki 13. V obeh primerih smo 
dobili podobno čist protein in s precej visoko koncentracijo, kar nakazuje močna lisa pri 
elucijski frakciji, velikosti ~56 kDa. Ker pa smo zmanjšali količino nosilca na 0,5 mL, je 
prišlo do manjših izgub proteina, saj se del proteina na nosilec ni vezal, medtem ko se ga 
je manjša količina izgubila s spiranjem. Med drugim lahko na NaDS-PAGE gelih vidimo, 
da so se vsi mutanti nahajali tako v supernatantu (topna oblika; vzorec SN), kakor tudi v 
usedlini liziranih celic (vzorec P). Pojav proteina v usedlini celic ne pomeni nujno, da je 
protein netopen, temveč je lahko posledica nepopolne ločitve supernatanta od usedline, 
lahko pa je prišlo tudi do nastanka inkluzijskih telesc. 
Slika 12: NaDS Page gel po izražanju v ekspresijskem sistemu E. coli BL21(DE3) in po izolaciji mutanta 
PFOWVITVVA z Ni-NTA afinitetno kromatografijo. Prikazane so frakcije izolacije PFOWVITVVA z 1 mL  
50-odstotne Ni-NTA agaroze.  
Legenda: M – standard znanih molekulskih mas Novex Sharp Unstained, BI – pred indukcijo celic E. coli, 
AI – po indukciji celic E. coli, N – nevezana frakcija, S – sprana frakcija, E – elucijska frakcija (vzorec 
pred dializo) in O – oborina (resuspendirana v pufru z 6 M ureo). Puščica ob strani nakazuje tarčni protein 
PFOWVITVVA.  
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Pri produkciji mutantov PFOAVVTRTL, PFOWVVTVTL in PFOAVVTRAL v BL21(DE3) pLysS 
in nadaljnji izolaciji z Ni-NTA afinitetno kromatografijo, kot lahko vidimo na sliki 14, 
smo zaznali več topne kakor netopne oblike, saj je bila lisa pri vzorcu s supernatantom 
močnejša. Pri vseh smo v elucijski frakciji opazili močno liso velikosti 56 kDa, četudi je 
ostalo precej proteina v nevezani frakciji. Ko smo po končani dializi eluata centrifugirali 
vzorce, se je izkazalo, da so se vsi v precejšnji meri oborili. Obarjanje smo opazili vsakič, 
ko smo protein pred nadaljnjimi poskusi odtalili s temperature -20 °C, zato predvidevamo, 




Slika 13: NaDS Page gel po izražanju v ekspresijskem sistemu E. coli BL21(DE3) pLysS in izolaciji 
mutantov PFOAVETVTL in PFOAVLTRTLz Ni-NTA afinitetno kromatografijo. Prikazane so frakcije izolacije 
z 0,5 mL 50-odstotne Ni-NTA agaroze.  
Legenda: M – standard znanih molekulskih mas Novex Sharp Unstained, BI – pred indukcijo celic E. coli, 
AI – po indukciji celic E. coli, P – usedlina celičnega lizata po centrifugiranju (netopna frakcija), SN – 
prefiltriran supernatant po centrifugiranju celičnega lizata (topna frakcija), N – nevezana frakcija, 
S – sprana frakcija in E – elucijska frakcija (vzorec pred dializo). Puščica ob strani nakazuje tarčni protein. 
A) B) C) 
Slika 14: NaDS Page gel po izražanju v ekspresijskem sistemu E. coli BL21(DE3) pLysS in izolaciji 
mutantov: A) PFOAVVTVTL, B) PFOWVVTVTL, C) PFOAVVTRAL  in D) PFOWVVTRVP z Ni-NTA afinitetno 
kromatografijo. Prikazane so frakcije izolacije z 0,5 mL 50-odstotne Ni-NTA agaroze. 
Legenda: M – standard znanih molekulskih mas Novex Sharp Unstained, P – usedlina celičnega lizata po 
centrifugiranju (netopna frakcija), SN – prefiltriran supernatant po centrifugiranju celičnega lizata (topna 
frakcija), N – nevezana frakcija in E – elucijska frakcija (vzorec pred dializo). Puščica ob strani nakazuje 
tarčni protein. 
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Na enak način smo z Ni-NTA afinitetno kromatografijo izolirali mutanta 
PFOWVPWVTWTLH. Po analizi frakcij z NaDS-PAGE elektroforezo (slika 15) smo zaznali, 
da je po končanem gojenju prišlo do izražanja zapisa za protein. Prav tako se je protein 
nahajal tako v netopni kot v topni obliki. Po spiranju s pufrom z 250 mM imidazolom pa 
smo opazili dve šibki lisi, prvo v velikosti proteina, pri 56 kDa, in drugo v velikosti 
~45 kDa. V tem primeru smo dobili nečist protein s precej nizko koncentracijo, ki se je 






Največji delež proteina PFOWVPWVTWTLH je ostal v nevezani frakciji, zato smo se po 
končani Ni-NTA kromatografiji (po gravitacijski metodi), nevezano frakcijo dodatno 
očistili na Ni-NTA koloni, vpeti na kromatografski sistem, ki med drugim omogoča 
spremljanje poteka čiščenja proteina. V ta namen smo celotno nevezano frakcijo 
prefiltrirali in jo nanesli na kolono NiNTA Superflow. Kromatogram spiranja vzorca 
PFOWVPWVTWTLH z Ni-NTA kolone je prikazan na sliki 16A. Gradient smo nastavili na 
12 % pufra B in začeli smo z zbiranjem frakcij, ki smo jih na koncu preverili z 
NaDS-PAGE elektroforezo (slika 16B). 
Slika 15: NaDS-PAGE gel po izražanju v ekspresijskem sistemu E. coli BL21(DE3) pLysS in izolaciji 
mutanta PFOWVPWVTWTLH z Ni-NTA afinitetno kromatografijo. Frakcije izolacije PFOWVPWVTWTLH z 0,5 mL 
50-odstotne Ni-NTA agaroze.  
Legenda: M – standard znanih molekulskih mas Novex Sharp Unstained, SN – prefiltriran supernatant po 
centrifugiranju celičnega lizata (topna frakcija), P – usedlina celičnega lizata po centrifugiranju (netopna 
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Iz rezultatov je razvidno, da je bil izkoristek izolacije PFOWVPWVTWTLH iz nevezane 
frakcije na kromatografskem sistemu precej višji v primerjavi z gravitacijsko metodo. 
Kljub temu lahko iz kromatograma vidimo, da se je na začetku, pri spiranju z 12 % pufra 
B, iz kolone ponovno izločila velika količina nevezanih proteinov. Prvi dve frakciji (N1, 
N2) sta že vsebovali manjše količine proteina, a z nečistočami. Po rahlem povečanju 
gradienta (20 % pufra B) pa smo pri frakciji N4 že zaznali več očiščenega proteina. Čist 
protein PFOWVPWVTWTLH se je iz kolone izločil, ko smo začeli spirati s 100 % pufra B (pri 
200 mL). Glede na čistost vzorcev smo združili frakcije od F1 do F15 in jih skoncentrirali.  
Frakcije izolacije PFOWVTTRVP, PFOWQSLNVL in PFOWQSTNVL po analizi z NaDS-PAGE 
elektroforezo so prikazane na sliki 17. Izolacija PFOWVTTRVP je bila uspešna, saj smo pri 
žepku, kamor smo nanesli eluat, zaznali močno liso velikosti 56 kDa. Približno polovico 
manj ga je ostalo v nevezani frakciji, še manj pa se ga je spralo s kolone. Po prekonočni 
dializi in sledečem centrifugiranju smo opazili obarjanje proteina (ni prikazano).  
Zanimiva je bila izolacija mutantov PFOWQSLNVL in PFOWQSTNVL. Na gelu lahko pri obeh 
mutantih opazimo, da je bilo nevezanih proteinov zanemarljivo malo, prav tako se jih pri 
PFOWQSLNVL ni praktično nič spralo s kolone. Ko smo na koncu preverili elucijsko 
frakcijo, smo dobili močno liso, ki ustreza velikosti proteina. Opazili pa smo tudi liso 
velikosti 45 kDa, ki jo lahko spremljamo že od vseh prejšnjih izolacij. Ker je bila lisa v 
primeru PFOWQSLNVL in PFOWQSTNVL intenzivnejša, smo se odločili za dodatni korak 
čiščenja z gelsko kromatografijo. 
 
Slika 16: Čiščenje nevezane frakcije PFOWVPWVTWTLH z Ni-NTA kromatografijo (kromatografski sistem 
Akta). A) Kromatogram prefiltrirane nevezane frakcije PFOWVPWVTWTLH po čiščenju z Ni-NTA 
kromatografijo (gravitacijska metoda). B) NaDS PAGE gel vzorcev: N1 – nevezana frakcija (0–10 mL), 
N2 – nevezana frakcija (60–70 mL), N3 – nevezana frakcija (110–120 mL), N4 – nevezana frakcija  
(160–170 mL), elucijske frakcije F1–F15 (200–240 mL; prva frakcija zbrana po 10 mL, ostale po 2 mL). 
Puščica ob strani nakazuje tarčni protein. 
A) 
B) 
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4.3.2 Čiščenje mutantov PFOWQSLNVL in PFOWQSTNVL z gelsko izključitveno 
kromatografijo  
 
Z gelsko izključitveno kromatografijo smo po izolaciji z Ni-NTA afinitetno 
kromatografijo dodatno očistili mutanta PFOWQSLNVL na 24-mililitrski koloni 
Superdex 75. Po nanosu vzorca (0,5 mL) na kolono smo zbirali frakcije F1–F6 in 




Iz rezultatov je razvidno, da sta se na kromatogramu pojavila dva vrhova, prvi pri 7,5 mL 
in drugi pri 9 mL. Vrhova smo analizirali z NaDS-PAGE elektroforezo (slika 19A). Pri 
prvem vrhu (frakcija F1) je izgledalo, da se je PFOWQSLNVL že izločil iz kolone, saj smo 
opazili šibko liso velikosti pr. 56 kDa in nekaj proteinskih nečistoč, medtem ko lise 
Slika 17: NaDS Page gel po izražanju v ekspresijskem sistemu E. coli BL21(DE3) pLysS in izolaciji 
mutantov PFOWVTTRVP, PFOWQSLNVL ter PFOWQSTNVL  z Ni-NTA afinitetno kromatografijo. Prikazane so 
frakcije izolacije z 0,5 mL 50-odstotne Ni-NTA agaroze.  
Legenda: M – standard znanih molekulskih mas Novex Sharp Unstained, 1 – nevezana frakcija 
PFOWVTTRVP, 2 – sprana frakcija PFOWVTTRVP, 3 – elucijska frakcija PFOWVTTRVP, 4 – nevezana frakcija 
PFOWQSLNVL, 5 – sprana frakcija PFOWQSLNVL, 6 – elucijska frakcija PFOWQSLNVL, 7 –  nevezana frakcija 
















Slika 18: Kromatogram gelske izključitvene kromatografije mutanta PFOWQSLNVL na koloni Superdex75 
(V = 24 mL). Posamezne frakcije so označene z različnimi barvami. 
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velikosti 45 kDa ni bilo. Po analizi drugega vrha (F2–F6) se je za najbolj čisto frakcijo 
izkazala frakcija F3, pri kateri smo dobili tudi največ proteina. Lisa velikosti 45 kDa pri 
tej frakciji je bila, v primerjavi z očiščenim proteinom, komaj zaznavna. Po 
koncentriranju posameznih frakcij smo ponovno preverili njihovo čistost na NaDS-PAGE 
gelu (slika 19B). Iz gela vidimo, da se spodnje lise (45 kDa) po čiščenju z gelsko 
izključitveno kromatografijo nismo popolnoma znebili, pojavila pa se je še dodatna lisa 
velikosti (60 kDa). Ker je bila le v frakciji F3 zadosti visoka koncentracija čistega 





Mutanta PFOWQSTNVL (V = 2 mL) smo z gelsko izključitveno kromatografijo očistili na 
120-mililitrski koloni Superdex 75. Kromatogram čiščenja izoliranega mutanta 
PFOWQSTNVL je prikazan na sliki 20. Iz rezultatov vidimo, da sta se, enako kot pri ločbi 
PFOWQSLNVL, na kromatogramu pojavila dva vrhova, prvi pri 72 mL in drugi pri 82 mL. 
Po analizi frakcij na NaDS-PAGE gelu smo opazili, da se je PFOWQSTNVL izločil pri 
drugem vrhu (slika 21A, frakcije F27–35). V tem primeru smo dobili popolnoma očiščen 
protein, saj večjih nečistoč ni bilo prisotnih. Zanimivo je, da se je pri analizi frakcij  
F8–10 na NaDS-PAGE gelu, kjer reducenta DTT-ja nismo dodali, izkazalo, da so se 
tvorili dimeri, ki so potovali hitreje od monomera (slika 21B). Na podlagi dobljenih 
rezultatov in rezultatov po koncentriranju proteinskih vzorcev (slika 21C) lahko trdimo, 
da je bila ločba PFOWQSTNVL uspešna. Zaradi nanosa večje količine vzorca in uporabe 
kolone z večjim volumnom je bila celo boljša od ločbe PFOWQSLNVL. 
Slika 19: NaDS PAGE gel po dodatnem čiščenju PFOWQSLNVL z gelsko izključitveno kromatografijo.  
A) Frakcije po čiščenju (z dodanim 0,5 M DTT) in B) frakcije po koncentriranju s koncentratorjem Amicon 
Ultra (30 K). Legenda: M – standard znanih molekulskih mas Novex Sharp Unstained in  
F – frakcija (z zaporedno številko frakcije).   
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Slika 20: Kromatogram gelske izključitvene kromatografije mutanta PFOWQSTNVL na koloni HiLoad 
Superdex75 26/600 (V = 120 mL). Z modro barvo so označene frakcije 8−10, z zeleno frakcije 18−25,  
z rumeno pa frakcije 37−39. Z vijolično barvo so označene frakcije, ki predstavljajo čist protein (F27−35). 
 
            
 
Slika 21: NaDS PAGE gel po dodatnem čiščenju PFOWQSTNVL z gelsko izključitveno kromatografijo.  
A) Frakcije po čiščenju z dodanim DTT (0,5 M), B) frakcije brez dodanega DTT in C) frakcije po 
koncentriranju s koncentratorjem Amicon Ultra (30 K). 
Legenda: M – standard znanih molekulskih mas Novex Sharp Unstained, P – očiščen protein PFOWQSTNVL 
z Ni-NTA kromatografijo in F – frakcija (z zaporedno številko frakcije). 
  
B) A) C) 
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4.3.3 Preverjanje čistosti izoliranih in očiščenih proteinov ter določanje njihove 
koncentracije 
 
Na sliki 22 so prikazani NaDS-PAGE geli izoliranih in očiščenih mutantov PFO.  
Na gele smo nanesli 1 μg in 2 μg očiščenih proteinov. Iz slik lahko vidimo, da je bila 
izolacija z Ni-NTA afinitetno kromatografijo uspešna, saj smo proteine ustrezne velikosti 
(~56 kDa) zaznali pri vseh analiziranih vzorcih. Prav tako je iz NaDS-PAGE gela 
(slika 22A) vidno, da smo z gelsko izključitveno kromatografijo uspešno očistili mutanta 





Največ težav smo imeli pri čiščenju in izolaciji PFOWVPWVTWTLH. Dobili smo razmeroma 
čist, vendar nestabilen protein, saj lisa pri vzorcu O nakazuje na vidno obarjanje proteina. 
Podobno smo obarjanje opazili tudi po prekonočni dializi (slika 23). To smo predvidevali, 
saj ima mutant PFOWVPWVTWTLH večji delež hidrofobnih ostankov, če primerjamo njegovo 
aminokislinsko zaporedje z ostalimi mutanti PFO.  
Slika 22: NaDS-PAGE gel izoliranih in očiščenih proteinov. Na gel smo poleg standarda (M) najprej 
nanesli 1 μg in nato 2 μg proteina. A) PFO WT (1,2), PFOWVITVVA (3,4), PFOWVTTRVP (5,6), PFOWQSLNVL 
(7) in PFO WQSTNVL (8,9); B) PFOWVVTVTL (1,3), prazna jamica (2), PFOAVVTRAL (4,5), C) PFOAVLTRTL,  
D) PFOAVETVTL, E) PFOAVVTVTL  in F)  PFOWVPWVTWTLH. 
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V primarnem zaporedju ima mutant še nekaj dodatnih zamenjav aminokislinskih 
ostankov v zanki L3, predvsem v hidrofobne. V izogib nadaljnjem obarjanju pri 
zamrzovanju na -20 °C in ponovnem odmrzovanju smo protein shranili na 4 °C.  
Na podlagi rezultatov izolacije PFOWVPWVTWTLH z Ni-NTA kromatografijo zato 
sklepamo, da bi bilo potrebno za nadaljnje izolacije optimizirati pogoje. Razlog za slabši 
izkoristek čiščenja PFOWVPWVTWTLH je najverjetneje ta, da se mutant pod danimi pogoji 
ni uspel v takšni meri vezati na Ni-NTA kolono. Smiselno bi bilo spremeniti sestavo pufra 
(pH, prisotnost imidazola), uporabljenega pri lizi bakterijskih celic. Druga možnost je 
tudi, da je prišlo pri procesu zvijanja PFOWVPWVTWTLH do zakritja heksahistidinske 
oznake, kar je privedlo do slabše vezave na nosilec. V tem primeru bi bilo smiselno izbrati 
drugačen način izolacije, kot je npr. čiščenje pod denaturacijskimi pogoji. Zaradi 
precejšnjega obarjanja proteina PFOWVPWVTWTLH pa bi bilo v nadaljnje potrebno 
spremeniti tudi sestavo pufrov in preveriti odvisnost njegove stabilnosti od temperature.  
 
Za končno oceno čistosti in za izračun koncentracije smo vsem izoliranim in očiščenim 
proteinom absorpcijski spekter med 240 in 340 nm. Končno koncentracijo proteinov smo 
določili po Beer-Lambertovem zakonu iz vrednosti A280 in podatka A2800,1% (tabela 16). 
V tabeli 17 so prikazane koncentracije, ki smo jih dobili tik po izolaciji. Ker smo namreč 
opazili, da se jih večina po odmrzovanju iz -20 °C obarja, smo jih pred vsako uporabo 
centrifugirali (10 min, 16.000 g, 4 °C) in supernatantu vsakič znova pomerili 
koncentracijo.  
Tabela 17: Koncentracije izoliranih in očiščenih mutantov PFO, določene iz vrednosti A280. 











Slika 23: Oborjen protein PFOWVPWVTWTLH po prekonočni dializi. Prikazana je dializna kaseta po 
prekonočni dializi z oborjenim proteinom PFOWVPWVTWTLH (črna puščica). 
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4.4 Cirkularni dikroizem 
 
Z metodo cirkularnega dikroizma (CD) smo pri sobni temperaturi in v daljnem-UV 
območju analizirali sekundarno zgradbo izbranih mutantov PFO ter jo primerjali z 
zgradbo PFO WT. CD spekter na sliki 24 je povprečje desetih meritev in je prikazan kot 
molarna eliptičnost (deg cm2 mol-1) v odvisnosti od valovne dolžine (nm).  
 
 
Slika 24: CD spektri določanja sekundarne strukture PFO WT in mutantov PFO pri 25 °C in pH 7,4.  
 
Iz CD spektrov lahko ocenimo, da večji delež PFO WT predstavlja β-struktura, saj se 
najnižja točka spektra (minimum) nahaja pri valovni dolžini ~220 nm. PFO je, podobno 
kot ostali CDC-ji, bogat z β-strukturo, ki predstavlja kar 40 % strukture proteina [36]. 
Rezultati kažejo, da se CD spektri izbranih mutantov PFO ne razlikujejo bistveno od 
spektra PFO WT. Manjše razlike v amplitudah lahko pripišemo različni koncentraciji 
vzorcev. Pri PFOWVTTRVP je spekter bolj položen, vendar smo dobili enak karakterističen 
minimum, zato lahko tudi v tem primeru trdimo, da gre za z β-strukturo bogat protein. 
Manjši zamik minimuma spektra k nižji valovni dolžini (210 nm) smo opazili pri 
PFOWVVTVTL. Na drugi strani pa so bile večje spremembe opazne pri CD spektru mutanta 
PFOWVPWVTWTLH, pri katerem se je poleg karakterističnega minimuma pri 220 nm pojavil 
minimum tudi pri ~208 nm. Taka oblika dobljenega spektra sicer kaže na več α-strukture, 
vendar ne moremo z gotovostjo trditi, da pride do tako obsežne spremembe sekundarne 
strukture. Možno je, da večje število mutacij v domeni D4, predvsem zaradi zamenjave 
številnih aminokislinskih ostankov v hidrofobne, vpliva na samo konformacijo proteina 
in posledično na daljni-UV spekter.   
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4.5 Preverjanje vezave mutantov PFO na multilamelarne vezikle 
 
S pomočjo testa vezave proteinov na MLV-je, ki temelji na posedanju lipidnih veziklov 
in nanje vezanih proteinov pri visoki hitrosti centrifugiranja [52], smo preverjali vezavo 
PFO WT, ki je služil kot pozitivna kontrola, in izbranih mutantov PFO na multilamelarne 
vezikle z različno lipidno sestavo: 100 % POPC; POPC:Hol (1:1) in POPC:AcHol (1:1) 
pri pH 7,4. Pripravljene MLV-je smo dodali 1,5 μM proteinom v 300-kratnem molarnem 
prebitku. Vzorce smo analizirali na NaDS-PAGE gelu, kjer smo primerjali intenziteto lis 
pri supernatantu (nevezan protein) in usedlini (protein, vezan na vezikle). Protein, 
inkubiran brez veziklov, a tretiran enako kot ostali vzorci, je služil kot negativna kontrola.  
Na sliki 25 vidimo NaDS-PAGE gel po končanem sedimentacijskem testu PFO WT na 
vezikle brez holesterola (100 % POPC) in vezikle s 50 mol % holesterola (POPC:Hol 
(1:1)). Iz gela je vidno, da se na MLV-je iz POPC-ja ni vezalo praktično nič proteina, saj 
je enaka količina nevezanega proteina ostala tudi pri negativni kontroli, kjer MLV-jev 
nismo dodali. Vezavo PFO WT pa smo opazili pri žepku, kamor smo nanesli usedlino po 
inkubaciji proteina z vezikli iz POPC:Hol (1:1). Na vrhu samega žepka smo med drugim 
opazili močno liso (označeno z rdečo barvo), kjer gre verjetno za oligomer PFO WT. 
Dobljeni rezultati se skladajo tudi z literaturo, saj so za ugodno vezavo PFO na 
membrane, sestavljene iz fosfolipidov in holesterola, potrebne znatne koncentracije 





Slika 25: Test vezave PFO WT na MLV-je. NaDS-PAGE gel po vezavi 1,5 μM PFO WT na 3 mM  
MLV-je pri pH 7,4.  
Legenda: M – standard znanih molekulskih mas Novex Sharp Unstained, 1 – netretiran protein,  
2 – supernatant po tretiranju proteina brez MLV-jev, 3 – usedlina po tretiranju proteina brez MLV-jev,  
4 – supernatant po tretiranju proteina z vezikli brez holesterola (100 % POPC), 5 – usedlina po tretiranju 
proteina z vezikli brez holesterola (100 % POPC), 6 – supernatant po tretiranju proteina z vezikli 
POPC:Hol  (1:1), 7 – usedlina po tretiranju proteina z vezikli POPC:Hol (1:1). Z rdečo barvo je označena 
lisa v žepku gela, ki predstavlja oligomere. 
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Slika 26 prikazuje NaDS-PAGE gela po končanem testu vezave, s katerim smo preverjali 
vezavo mutantov PFOWVITVVA ter PFOWVTTRVP na MLV-je, ki vsebujejo 50 mol % 
holesterola. Izkazalo se je, da je bila pri obeh proteinih zelo jasna vezava na vezikle 
POPC:Hol (1:1), saj se lisa v velikosti proteina (56 kDa) nahaja v žepku, v katerega smo 
nanesli usedlino po centrifugiranju. V obeh primerih smo prav tako opazili, da so proteini 
pri vezavi na MLV-je s holesterolom tvorili oligomere (močna lisa v žepku), medtem ko 
tega po inkubaciji z vezikli brez holesterola nismo zasledili. Med drugim so na dnu NaDS-
PAGE gelov vidne široke lise, ki predstavljajo vezikle. Čeprav se v teoriji lipidni vezikli 
po centrifugiranju posedejo na dno mikrocentrifugirke, smo jih v primeru testiranja 
vezave obeh mutantov na vezikle z ali brez holesterola opazili tudi v supernatantu. Vendar 
če primerjamo vzorce z negativno kontrolo, kjer veziklov nismo dodali, lahko sklepamo, 
da se nobeden od izbranih mutantov ni vezal na MLV-je iz POPC. Prisotnost veziklov je 
lahko posledica napak pri samem pipetiranju, saj je možno, da so se vezikli med 
odvzemom vzorcev za nanos na NaDS-PAGE dvignili iz usedline. Najverjetneje pa se 
vezikli v času polurnega centrifugiranja niso uspeli popolnoma posesti, zato bi bilo 
potrebno pri nadaljnjih analizah optimizirati pogoje.  
 
 
Slika 26: Test  vezave mutantov PFOWVITVVA in PFOWVTTRVP na MLV-je. NaDS-PAGE gel po vezavi  
1,5 μM A) PFOWVITVVA in B) PFOWVTTRVP na 3 mM MLV-je pri pH 7,4.  
Legenda: M – standard znanih molekulskih mas Novex Sharp Unstained, 1 – netretiran protein,  
2 – supernatant po tretiranju proteina brez MLV-jev, 3 – usedlina po tretiranju proteina brez MLV-jev,  
4 – supernatant po tretiranju proteina z vezikli brez holesterola (POPC), 5 – usedlina po tretiranju proteina 
z vezikli brez holesterola (POPC), 6 – supernatant po tretiranju proteina z vezikli POPC:Hol (1:1),  
7 – usedlina po tretiranju proteina z vezikli POPC:Hol (1:1). Z rdečo barvo je označena lisa v žepku gela, 
ki predstavlja oligomere. 
 
B) A) 
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Za določitev deleža proteina, ki se je v 30 minutah vezal na vezikle, smo lise na gelu 
kvantificirali v programu ImageJ (slika 27). Po analizi intenzitet lis se je izkazalo, da se 
je na MLV-je iz POPC:Hol (1:1) vezalo 64 % ± 9 % PFO WT, medtem ko se je nanje 
vezalo približno 87 % ± 5 % mutanta PFOWVITVVA in 86 % ± 7 % mutanta PFOWVTTRVP. 
V deležu vezave med mutantoma ni bilo večjih razlik, presenetljivo pa je, da je bila njuna 
vezava na vezikle s 50 mol % holesterola celo nekoliko boljša kakor pri PFO WT, kot 
smo pa pričakovali. Manjša odstopanja v deležu vezanih in nevezanih proteinov na 
vezikle brez holesterola (v primerjavi z negativno kontrolo) so se pojavila pri 




Z metodo testa vezave proteinov na MLV-je smo lahko le grobo ocenili delež vezave 
mutantov PFO. Na podlagi dobljenih rezultatov pa smo ugotovili, da zamenjava 
aminokislinskih ostankov Thr-490 in Leu-491 v zanki L1 ne vpliva na prepoznavo in 
vezavo PFO na holesterol. Še več, pokazali smo, da se zaradi izbranih mutacij pri 
mutantih PFOWVITVVA in PFOWVTTRVP ohrani specifičnost do holesterola v veziklih s 
50 mol % holesterola. 
  
Slika 27: Delež vezanega in nevezanega proteina na MLV-je po analizi rezultatov NaDS-PAGE s 
programom ImageJ. Stolpci predstavljajo povprečje neodvisnih meritev (n = 3) ± standardni odklon. 
Oranžen del stolpca predstavlja delež vezanega proteina, moder del stolpca delež nevezanega proteina. 
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Študije vezave na različne sterole so predhodno pokazale, da je vezava na 3β-hidroksilno 
skupino na obroču A molekule holesterola stereospecifična [43]. Prav tako je znano, da 
se afiniteta PFO do sterola s kemijskimi spremembami β-hidroksilne skupine zmanjša 
[40]. V ta namen smo naredili poskus vezave na MLV-je, v katere smo namesto 
holesterola vključili holesteril acetat, kjer je na holesterol namesto hidroksilne skupine 
pripeta acetilna skupina. Testirali smo vezavo PFO WT, PFOWQSLNVL in PFOWQSTNVL. 
Pričakovali smo, da se bosta oba mutanta vezala na MLV-je, ki vsebujejo 50 mol % 
holesteril acetata. Rezultati (slika 28A) kažejo, da se po polurni inkubaciji PFO WT ni 
vezal niti na MLV-je iz POPC-ja niti iz POPC:AcHol (1:1). Podobno vezave ni bilo videti 





Zaradi prisotnosti proteinov in veziklov v vzorcu supernatanta na NaDS-PAGE gelu pa 
naše hipoteze glede na dobljene rezultate ne moremo potrditi.  
  
C) B) A) 
Slika 28: Sedimentacijski test na MLV-je iz POPC:AcHol (1:1) pri pH 7,4. A) PFO WT, B) PFOWQSLNVL 
in C) PFOWQSTNVL.  
Legenda: M – standard znanih molekulskih mas Novex Sharp Unstained, 1 – netretiran protein,  
2 – supernatant po tretiranju proteina brez MLV-jev, 3 – usedlina po tretiranju proteina brez MLV-jev,  
4 – supernatant po tretiranju proteina z vezikli brez holesterola (100 % POPC), 5 – usedlina po tretiranju 
proteina z vezikli brez holesterola (100 % POPC), 6 – supernatant po tretiranju proteina z vezikli 
POPC:AcHol (1:1), 7 – usedlina po tretiranju proteina z vezikli POPC:AcHol (1:1).   
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4.6 Hemolitična aktivnost mutantov PFO  
 
Perfringolizin O je hemolitično aktiven protein [34], zato nas je zanimal vpliv zamenjav 
aminokislinskih ostankov na aktivnost izbranih mutantov PFO. To smo preverjali s 
testom hemolitične aktivnosti na govejih eritrocitih in jo nato primerjali z aktivnostjo 
PFO WT. Slika 29 prikazuje kinetiko hemolitične aktivnosti PFO WT in mutantov PFO, 
merjeno pri 630 nm in 24 °C, pH 7,4. V primeru da poteče liza eritrocitov, se absorbanca 




Slika 29: Kinetika hemolitične aktivnosti PFO WT in izbranih mutantov PFO. Rdeče krivulje predstavljajo 
absorpcijo pri 630 nm pri različnih koncentracijah proteinov v posameznih jamicah mikrotirske plošče 
(podano pod vsako rdečo krivuljo). 
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Rezultate kinetike hemolitične aktivnosti smo prikazali na grafu, kot maksimalna hitrost 
hemolize (Vmax) pri različnih koncentracijah proteina (slika 30). Prikazani rezultati so 
povprečje treh neodvisnih meritev. Pri nižjih koncentracijah proteina dosežena 
maksimalna hitrost pomeni, da je hemoliza učinkovitejša. Prav tako velja, da čim višja je 
maksimalna hitrost, tem aktivnejši je protein.  
 
 
Slika 30: Hemolitična aktivnost mutantov PFO pri pH vrednosti 7,4.  
Prikazana je hitrost hemolize (Vmax) v odvisnosti od koncentracije mutantov PFO. Rezultate smo primerjali 
s hitrostjo hemolize PFO WT.  
 
Dobljene krivulje smo nato analizirali v programu Origin 8.1 in jim prilegali logistično 
funkcijo tako, da smo dobili podatek o koncentraciji toksina, pri kateri doseže polovico 
maksimalne hitrosti hemolize (vrednost c50, tabela 18). Recipročne vrednosti c50 
predstavljajo relativno aktivnost glede na PFO WT in so prikazane na grafu na sliki 31. 






Oznaka proteina PFO c50 (nM) 
% aktivnosti  
PFO WT 
PFO WT 18,4 ± 5 100 
PFOAVETVTL 84,3 ± 16,4 22 
PFOAVVTVTL 143,8 ± 28,5 13 
PFOWVVTVTL 9,7 ± 2,4 190 
PFOAVLTRTL 37,1 ± 15,6 50 
PFOAVVTRAL 56 ± 8,4 33 
PFOWVITVVA 650,3 ± 31,6 2,8 
PFOWVTTRVP 89,8 ± 4,1 21 
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Slika 31: S stolpci prikazana hemolitična aktivnost PFO WT in mutantov PFO.  
Podano je razmerje recipročne vrednosti c50 (koncentracija proteina, ki je potrebna za 50-odstotno 
hemolizo) med mutantom PFO in PFO WT (c50 = 18,5 nM). Višina stolpca prikazuje relativno aktivnost 
glede na PFO WT.  
 
Z analizo rezultatov hemolitične aktivnosti smo prišli do zanimivih in pomembnih 
ugotovitev. Iz prejšnjih raziskav vemo, da UDP pri začetni interakciji z gostiteljsko 
membrano nima bistvenega vpliva [20], temveč je pomemben pri alosteričnem 
sklapljanju vezave na membrano in nadaljnjem nastanku kompleksa pore. Študije so 
hkrati pokazale, da se zaradi zamenjav zadnjega aminokislinskega ostanka v UDP-ju 
(Arg-468) hemolitična aktivnost mutantov zmanjša za približno 100-krat [54]. V našem 
primeru smo pri zamenjavi Glu-458 v Leu opazili, da aktivnost pade na polovico prvotne 
aktivnosti PFO WT, medtem ko se je zaradi zamenjave Arg-468 v hidrofobni 
aminokislinski ostanek Val aktivnost zmanjšala za 4-krat in za kar 8-krat pri dvojnem 
mutantu (E458V, R468V). Naši rezultati tako kažejo, da sta nabita aminokislinska 
ostanka v UDP-ju tako na mestu 458 kot na 468 vključena v vezavo toksina ali procese, 
ki omogočijo nastanek pore. Iz kristalne strukture PFO je vidno, da so vodikove vezi edini 
kontakti, ki jih tvori Arg-468 s karbonilnimi skupinami para Thr-Leu v CRM. Tako 
zamenjava Arg-468 najverjetneje destabilizira strukturo CRM [54]. Pomembno vlogo pri 
nastanku vodikovih vezi bi zato lahko imela tudi stranska veriga Glu-458, saj se nahaja 
na približno enaki razdalji od CRM. 
Povsem drugačna slika aktivnosti se je pokazala pri zamenjavi Ala-401 v zanki L2. 
Medtem ko lahko mutacija Ala-428 pri ILY (Ala-401 pri PFO) v negativno nabit Asp 
popolnoma inhibira vezavo na holesterol [20], smo na drugi strani pokazali, da zamenjava 
A401W lahko omogoči približno 2-krat večjo aktivnost od PFO WT. Hkrati smo opazili, 
da lahko mutacija kompenzira negativni vpliv dvojne zamenjave E458V in R468V na 
aktivnost PFO. Znano je že, da je pri aktinoporinih začetna vezava na membrano odvisna 
od interakcij hidrofobnih aminokislinskih ostankov [17], iz česar lahko sklepamo, da tudi 
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v našem primeru zamenjava Ala v Trp, ki je velik in hidrofoben aminokislinski ostanek, 
omogoči lažjo vezavo PFO na membrano. Na ta način bi se lahko tudi zanka L2 pri 
mutantih PFO z zamenjavami A401W bistveno lažje vstavila v membrano. 
Še posebno zanimive ugotovitve so bile pri mutantih PFO z zamenjavami v predlaganem 
CRM-ju (par T490-L491), za katerega je znano, da je vključen v začetno interakcijo PFO 
s holesterolom v tarčni membrani in je ohranjen pri večini CDC-jev [38]. Dosedanje 
študije so že pokazale, da tudi ohranjene zamenjave aminokislinskih ostankov (T490S, 
L491I in L491V) niso tolerirane, saj močno zmanjšajo hemolitično aktivnost CDC-jev 
[38, 55]. Po drugi strani pri ILY zamenjava L518D v CRM-ju povzroči popolno inhibicijo 
vezave na holesterol [20]. V našem primeru je prišlo pri vseh mutantih z zamenjavami v 
predlaganem CRM-ju do upada hemolitične aktivnosti, vendar so se med posameznimi 
mutanti pojavile precejšnje razlike. Rezultati aktivnosti mutanta PFO z zamenjavo 
E458V,T490A nakazujejo, da se je aktivnost PFO zmanjšala za 3-krat. Tako bi lahko 
zamenjave na mestu 490 z aminokislinskimi ostanki, ki imajo manjše stranske skupine, 
ustvarile neugodno okolje za vezavo holesterola v membrani [55], kar se nato odraža tudi 
v aktivnosti. 
Do presenetljivih rezultatov smo prišli pri analizi hemolitične aktivnosti mutantov z 
dvojno zamenjavo v CRM-ju, pri PFOWVITVVA (T490V, L491A) in PFOWVTTRVP (T490V, 
L491P). Pretekle študije so namreč pokazale popolno izgubo aktivnosti mutantov v 
primeru dvojnih in hkrati ohranjenih zamenjav para Thr-Leu [38]. V našem primeru je 
bilo zato še posebej zanimivo, da sta oba mutanta z zamenjavo v CRM-ju ostala 
hemolitično aktivna. Vseeno so se pojavile večje razlike v njuni hemolitični aktivnosti. 
Ugotovili smo, da je bil mutant PFOWVTTRVP skoraj 10-krat bolj aktiven kot PFOWVITVVA 
(tabela 18). V literaturi smo zasledili, da bi lahko Ala zaradi kratke stranske verige 
ustvaril hidrofobno okolje, ki je neugodno za vezavo na holesterol [55]. Tako lahko na 
podlagi dobljenih rezultatov in podatkov iz literature predvidevamo, da ima zamenjava 
L491A večji vpliv na hemolitično aktivnost. Pri mutantu PFOWVITVVA ima vpliv na upad 
aktivnosti tudi dvojna zamenjava nabitih aminokislinskih ostankov v UDP v hidrofobne 
(E458I, R468V), za katero smo že pokazali, da zmanjša aktivnost PFO. Na drugi strani 
ima lahko zamenjava A401W pozitiven učinek na aktivnost obeh mutantov PFO, zaradi 
česar se najverjetneje kompenzira zamenjava v CRM-ju. 
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4.7 Analiza vezave mutantov PFO na majhne unilamelarne vezikle s 
površinsko plazmonsko resonanco  
 
S površinsko plazmonsko resonanco smo preverjali vezavo mutantov PFO na SUV-e brez 
holesterola ali s 50 mol % pri pH vrednosti 7,4 in 25 °C. V ta namen smo izbrali senzorski 
čip L1, ki na površini vsebuje lipofilne dekstrane za imobilizacijo liposomov. Za 
testiranje vezave smo si izbrali mutanta PFOWVITVVA in PFOWVVTRVP, pri katerih smo že 
pokazali, da se vežeta na MLV-je s 50 mol %holesterola (slika 26). Pri analizi vezave po 
2700 s disociacije (slika 33a, slika 33b) smo ugotovili, da sta se oba mutanta PFO zmožna 
vezati na SUV-e s 50 mol % holesterola, a je bil odziv manjši, kot je bil v primeru 
PFO WT (slika 32). Nekoliko nižji odziv smo izmerili tudi pri mutantu PFOAVVTVTL 
(slika 33C). Najvišji odziv na vezikle s 50 mol % holesterola pa smo dosegli pri 
PFOWVVTVTL (slika 33D), kar se pričakovano sklada z dobljenimi rezultati hemolize 
(slika 31). Rezulati hkrati kažejo, da so se vsi izbrani mutanti vezali pri enakih 
koncentracijah. Vezave na vezikle brez holesterola ni bilo zaznati pri nobenem izmed 
proteinov. 
 
           
Slika 32: Senzorgram vezave PFO WT na majhne unilamelarne vezikle s 50 mol % holesterola z metodo 
površinske plazmonske resonance pri pH 7,4 in 25 °C. Izmerjena krivulja je prikazana s črno barvo.  
V oklepaju je zapisana številka, ki predstavlja število nanešenih veziklov na pretočno celico z 
imobiliziranimi vezikli s 50 mol % holesterola. 
 
 

















 PFO WT, 200 μM POPC:Hol (1:1)PFO WT; 50 mol % Hol 
                  (RU = 1220) 
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Slika 33: Senzorgrami vezave mutantov PFO na majhne unilamelarne vezikle s 50 mol % holesterola z 
metodo površinske plazmonske resonance pri pH 7,4 in 25 °C: A – PFOWVITVVA, B – PFOWVTTRVP,  
C – PFOAVVTVTL in D – PFOWVVTVTL. Izmerjene krivulje so prikazane s črno barvo. V oklepaju so zapisane 

















 PFOWVTTRVP, 200 μM POPC:Hol (1:1)PFOWVITVVA; 50 mol % Hol  
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 PFOWVITVVA, 200 μM POPC:Hol (1:1)
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 PFOWVVTVTL, 200 μM POPC:Hol (1:1)PFOWVVTVTL; 50 mol % Hol 
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PFOWVTTRVP; 50 mol % Hol 
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Uspešno smo pripravili genske konstrukte z zapisi za izbrane mutante PFO preko 
vstavljanja celotnega zapisa za PFO ali le domene D4 v ekspresijski vektor. Izbrani 
mutanti so imeli aminokislinske zamenjave v undekapeptidu, zankah L2 in L3 ter v 
holesterol-prepoznavnem motivu (CRM) v zanki L1. 
Rekombinantne proteine PFO smo uspešno pripravili v bakterijskem ekspresijskem 
sistemu E. coli in jih nato očistili z Ni-NTA afinitetno kromatografijo ter gelsko 
kromatografijo. 
Z metodo cirkularnega dikroizma smo potrdili, da so mutanti PFO pravilno zviti in so 
zgrajeni pretežno iz β-strukture. Pri dveh mutantih, PFOWVTTRVP in PFOWVPWVTWTLH, smo 
opazili razlike v daljnih-UV CD spektrih, vendar na podlagi le-teh ne moremo trditi, da 
gre za obsežnejše spremembe v sekundarni strukturi proteinov.  
Test vezave mutantov PFOWVITVVA in PFOWVTTRVP je pokazal, da se kljub dvojni 
zamenjavi aminokislinskih ostankov v CRM-ju ohrani specifičnost do vezave na 
holesterol. S tem poskusom smo ovrgli hipotezo, da se mutanta na vezikle s 50 mol % 
holesterola ne bosta vezala. 
Pri mutantih PFOWQSLNVLin PFOWQSTNVL vezave na vezikle s 50 mol % holesteril acetata 
nismo uspeli dokazati, zato naše hipoteze nismo potrdili. 
Uspeli smo pokazati, da mutacije posameznih aminokislinskih ostankov v undekapeptidu, 
zankah L2 in L3 ter v CRM-ju različno vplivajo na hemolitično aktivnost PFO. Pri 
zamenjavah nabitih aminokislinskih ostankov Glu-458 in Arg-468 v undekapeptidu se 
aktivnost zmanjša, kar je lahko posledica destabilizacije CRM-ja. Ugotovili smo, da 
zamenjava Ala-401 v Trp omogoči lažjo vezavo na membrane, zato se aktivnost poveča. 
Poglaviten upad hemolitične aktivnosti smo zaznali pri mutantih PFO, ki imajo 
zamenjave v CRM-ju. Kljub zamenjavam v strukturno različne aminokislinske ostanke 
je bila polovica mutantov PFO še vedno v večji meri aktivna. S tem smo ovrgli domnevo, 
da kakršne koli dvojne zamenjave aminokislinskih ostankov v CRM popolnoma 
inhibirajo hemolitično aktivnost PFO. 
Z metodo površinske plazmonske resonance (SPR) smo potrdili, da sta se mutanta 
PFOWVITVVA in PFOWVTTRVP zmožna vezati na vezikle, ki vsebujejo 50 mol % holesterola. 
To še enkrat dokazuje, da sta oba mutanta specifična za vezavo na holesterol. Vezavo 
smo uspeli pokazati tudi pri mutantih PFOAVVTVTL in PFOWVVTVL.  
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